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Předložená diplomová práce se zabývá využitím mikrofluidiky pro účely mikrofluidického 
enzymatického reaktoru na testování léčiv. Na problematiku nejprve nahlíží z teoretického 
hlediska – popisuje mikrofluidiku, jakožto nově se rozvíjející a perspektivní obor, metody 
výroby mikrofluidických zařízení, materiály, biomedicínské aplikace i výhody a nevýhody 
mikrofluidiky jako takové. Dále se věnuje oblasti analytického využití enzymů v rámci 
enzymatických reaktorů. V první části experimentální práce byly optimalizovány podmínky 
pro testování enzymů metabolizmu xenobiotik v játrech, konkrétně na modelu metabolizmu 
kumarinů metodou spektrofluorimetrie. Druhá část experimentální práce se zabývala 
optimalizací podmínek  fabrikace mikrofluidických čipů z materiálu OSTE (off-stoichiometry 
Thiol-Ene) metodou "soft" litografie. Následně byla otestována funkčnost vyrobených čipů. 
Na základě výsledků obou částí experimentální práce bylo provedeno vyhodnocení 
s posouzením vhodnosti jejich propojení pro budoucí výzkum – testování enzymatické aktivity 




This master thesis deals with the use of microfluidics for the purpose of microfluidic 
enzymatic reactor for drug screening. At first it considers the issue from a theoretical point 
of view –  describes microfluidics as a newly developing and promising field of production 
of microfluidic devices, materials, biomedical applications and advantages and disadvantages 
of microfluidics overall. Furthermore, it focuses on an area of analytical utilization of enzymes 
within enzyme reactors. In the first part of the experimental section, conditions for the testing 
of enzymes of xenobiotics metabolism in the liver were optimized, namely the model of 
coumarin metabolism via the spectrofluorimetry method. The second part of the experimental 
work dealt with optimization of the fabrication conditions of microfluidic chips from OSTE 
(off-stoichiometry Thiol Ene) via the soft lithography method. Subsequently, the functionality 
of the produced chips was tested. Based on the results of both parts of the experimental work, 
an evaluation was carried out to assess the suitability of their interconnection for future research 
– screening of microsomal enzyme activity and model biotransformation of drugs within the 
channels of the fabricated devices. 
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 Během posledních desetiletí jsme byli svědky intenzivní miniaturizace a integrace 
ve většině vědeckých oborů. Tento vývoj můžeme zaznamenat například v oblasti elektroniky, 
kde nám jsou každým rokem představovány stále výkonnější a zároveň menší a menší počítače 
a chytré telefony. Trend miniaturizace se uplatňuje ale i v mnoha dalších oblastech vědy a také 
v analytických metodách. Jedním z cenných přístupů miniaturizace v biochemii a biomedicíně 
je mikrofluidika. Toto vědní odvětví otevírá prostor pro manipulaci s velmi malými objemy 
vzorků a činidel. Mikrofluidická zařízení, tzv. čipy nabízejí obecně nízkou spotřebu vzorku, a 
tím i nízké náklady na experiment. Nejen proto je tento přístup využíván v mnoha oborech, 
jejichž počet se stále rozšiřuje v závislosti na  rozvíjení nových zařízení a metod. 
Mikrofluidické čipy se již používají v molekulární biologii, mikrobiologii, biomedicíně, 
toxikologii nebo například v oblasti syntetické chemie. Dále se výzkum zabývá rozšířením 
funkcí a přesnosti čipů. Motivací je vytvoření systému lab-on-a-chip (LoC), který integruje více 
laboratorních funkcí, jako jsou separace, transport a analýza vzorku na jediném čipu malého 
rozměru. V současnosti je také hodně diskutovaná a rozvíjená technologie organ-on-a-chip 
(OoC), kde se pomocí mikrofluidického čipu s kanálky osazenými buňkami simuluje tkáň nebo 
dokonce celý orgán. Výzkum výroby a aplikací mikrofluidických enzymatických reaktorů, kde 
se například prostřednictvím jaterních částic, tzv. mikrosomů simuluje biotransformace léčiv, 
rovněž otevírá nové možnosti pro odvětví testování, a to bez potřeby zvířat nebo dobrovolníků 
z řad pacientů [1, 2, 3, 4].  
 
  
Obrázek 1: Technologie lab-on-a-chip (LoC) [5] 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Mikrofluidika a lab-on-a-chip 
Mikrofluidika se jako vědní obor zabývá manipulací s velmi malými objemy kapalin, 
konkrétně mikrolitry až femtolitry,  v kanálcích o rozměrech cca 5–500 μm. Díky malým 
rozměrům kanálků mikrofluidických zařízení převažují kapilární síly společně s povrchovým 
napětím nad silou gravitační. Právě dominance kapilárních sil vytváří vhodné podmínky 
pro vznik laminárního proudění. Díky němu snadno dovedeme předvídat chování částic, 
kapalin v systému – dvě nebo více kapalin proudí paralelně vedle sebe, mísí se pouze pomocí 
difuze [1, 6].  
Mikrofluidické čipy jsou souhrnná zařízení, která se zhotovují různými způsoby podle účelu, 
ke kterému je potřebujeme. Na obrázku 3 je zobrazen jednoduchý čip s nepropojenými 
mikrofluidními kanálky. Obrázek 4 prezentuje čip složitější, rozvětvený, s navzájem 
propojenými kanálky, obsahující i externí komponentu pro regulování toku kapaliny. Možné je 
zabudování i např. uzávěrů, mixérů, pump atd. Tyto složitější čipy mohou integrovat více 
laboratorních funkcí do jednoho komplexního čipu. Je možné, aby jeden čip s plochou, jejíž 
rozměry se pohybují v jednotkách několika čtverečních cm, nahradil všechny laboratorní 
procesy od separace po analýzu, a to při větší přesnosti a zároveň menší spotřebě vzorků. Tato 
technologie se nazývá LoC (lab-on-a-chip) [2, 6, 7].   
Dříve byly v praxi aplikovány čipy s kanálky obdélníkového průřezu, v současnosti jsou 
spíše používány kanálky s kruhovými průřezy a to proto, že v nich působí podél stěn jednotné 
smykové napětí a věrohodně imitují například chování cév in vivo. Podél hran obdélníkového 
kanálku se vytváří často nerovnoměrnosti ve velikosti působícího smykového napětí. 
Důsledkem těchto nerovnoměrností je neobvyklé chování částic, buněk v těchto kanálcích. 
Příkladem je typické zachycování leukocytů, které prvotně směřují do  rohů obdélníkových 
kanálků [7, 10].  
Obrázek 3: Jednoduchý mikrofluidní čip [8] 
 
Obrázek 4: Složitý, rozvětvený mikrofluidní čip 
s externí komponentou [9] 
Laminární proudění Turbulentní proudění 
Obrázek 2: Schéma zobrazující rozdílnost dominujícího laminárního toku v porovnání s turbulentním [1] 
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2.1.1 Výhody a nevýhody technologie 
Mikrofluidickými kanálky protéká velmi malé množství kapaliny z čehož vyplývá, že 
největším přínosem metody je nízká spotřeba vzorku a s tím spojené i nízké náklady 
na  experiment. Navíc existují i další výhody: zrychlení analýzy, vyšší výkonnost, efektivnost, 
kvalita výstupních dat aj. Mezi nevýhody mikrofluidických systémů patří především možné 
nepřesnosti při zhotovení čipů nebo nižší poměr signálu k šumu. I přesto je v dnešní době 
vývoji mikrofluidických čipů věnována čím dál větší pozornost – jejich aplikační potenciál je 
obrovský [1, 11]. 
2.1.2 Biomedicínské aplikace mikrofluidických čipů 
Možnosti využití mikrofludických systémů lze rozdělit do několika skupin. První skupinou 
je analýza nebo syntéza biochemických materiálů (buněk, molekul), popř. diagnostika v rámci 
klinické biochemie. Příkladem takového využití budiž detekce přítomnosti protilátek HIV viru, 
za využití analýzy ELISA. Díky mikrofluidnímu čipu a levnému fotodetektoru mohou být 
výsledky naměřeny a vyhodnoceny do 20 minut, navíc i v místech, kde není dostatek financí 
na dostatečně vybavené laboratoře, např. v rozvojových zemích. Pomocí mikrofluidického čipu 
jde dnes i  například monitorovat hladinu glukózy v krvi nebo diagnostikovat infarkt. Další 
skupina možností využití mikrofluidiky v praxi je simulace orgánů, včetně jejich funkcí 
i případných reakcí na chemické látky nebo léčiva. Tato technologie se nazývá organ-on-a-chip 
(OoC). Většina výše uvedených aplikací mikrofluidických čipů zahrnuje i využití 
tzv. enzymatických reaktorů, které podrobně popisuje kapitola 2.2.4 [12, 13, 14].  
2.1.2.1 Organ-on-chip 
Hlavní úskalí ve farmaceutickém průmyslu je extrémně vysoká cena vývoje a výroby nových 
léků a také jejich testování. Lidé užívají mnoho různých léků, které mají navzájem negativní 
vliv a testovat všechny různé kombinace je obtížné. Nejen tento zásadní problém nákladného a 
často i kontroverzního testování léčiv na pacientech či  zvířatech by mohly začít řešit 
konstrukce mikrofluidických zařízení, kombinujících mechanické komponenty s živými 
buňkami. OoC je systém obsahující mikrofluidní kanálky lemované buňkami odpovídajících 
zkoumanému orgánu tak, aby věrohodně napodobovaly podmínky in vivo, a to na úrovni 
jednotlivých tkání. Pěstování takového orgánu vyžaduje buňky buď od pacienta, 
a nebo od  zdravého subjektu. Může se jednat např. o kožní tkáň nebo krevní buňky. Přidáním 
genů se tyto buňky transformují na kmenové buňky, nazývané také indukované pluripotentní 
kmenové buňky. To znamená, že tyto buňky mohou růst do (téměř) libovolného buněčného 
typu. Navržené cévy, vlásečnice i jiné dutiny uvnitř umělého orgánu mohou napodobit systémy 
tkání mnohem účinněji, než buňky pěstované v Petriho misce, navíc se zde nabízí možnost 
daleko lépe ovládat podmínky experimentu. Dosud byly v praxi namodelovány systémy 
imitující například povrch plic, tenkého střeva, ledvin nebo krevních cév. Krevní cévy jsou 
obecně v praxi zatím simulovány nejvěrněji díky vlastnostem, jako je například objem průtoku 
krve nebo smykové tření na endoteliálních površích [7, 12, 15].  
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Pomocí mikrofluidního čipu se dá i sledovat průběh nebo diagnostikovat onemocnění. 
Například vaskulární demence – porucha zásobování mozku krví je v současnosti studována 
pomocí čipu, v jehož kanálcích proudí buněčný materiál pacientů postižených touto, převážně 
dědičnou chorobou. Vědci zatím bohužel nepřišli na to, jak tuto nemoc vyléčit, ale pomocí 
mikrofluidní technologie mohou zjistit, zda existuje lék, který by preventivně mohl potlačit 
nebo výrazně zpozdit tuto chorobu. V současnosti také probíhají výzkumy astmatického 
onemocnění pomocí lung-on-a-chip technologie. Nejen v tomto případě je transparentnost 
materiálu velkou výhodou technologie OoC. Poskytuje volný pohled do vnitřního fungování 
lidských plic, aniž by se muselo jakkoli invazivně narušit lidské tělo. Lung-on-a-chip má 
potenciál být cenným nástrojem pro testování účinků environmentálních toxinů, absorpce 
aerosolizovaných terapeutik i účinnosti nových léků.  Takový nástroj může pomoci urychlení 
farmaceutického vývoje tím, že omezí závislost na současných modelech, ve kterých testování 
jedné látky může stát více než 2 miliony dolarů [15, 16, 17].  
2.1.3 Materiály pro mikrofluidiku  
Mezi nejdůležitější faktory při výrobě mikrofluidního čipu s ohledem na konkrétní aplikaci 
patří: cena, náročnost zpracování a životnost. Zejména pro čipy s využitím v biomedicíně je 
důležité, aby nevykazovaly toxicitu a byly biokompatibilní. Důležitá je také pružnost, 
prostupnost materiálu pro určité typy molekul (např. odpadní látky buněk) nebo smáčivost 
povrchu [12].  
Díky optickým vlastnostem a dobře prostudovaným výrobním postupům, se čipy prvotně 
vyráběly hlavně ze skla a křemíku. Jejich nevýhodou byla křehkost a vysoké náklady na výrobu. 
Nicméně jejich největší limitace použití byla v biologických oborech při práci s buňkami 
kvůli neschopnosti propouštět plyny. V průběhu času a rozvoje metod se staly polymery a 
eleastomery mnohem vhodnějšími materiály, a to s ohledem na cenu, čas i náročnost práce 
při výrobě. Mikrofluidické čipy se experimentálně zhotovují v kombinaci sklo-sklo, 
sklo-polymer nebo polymer-polymer. Mezi polymery s větším uplatněním patří například: 
polydimethylsiloxan (PDMS), polyethylentereftalát (PET), OSTE (off-stoichiometry 
thiol-ene), polykarbonát (PC), polystyren (PS) nebo polymetylmetakrylát (PMMA). Dále 
mohou být uplatněny i některé biopolymery, např. pryskyřice, želatina nebo agaróza, [1, 2].   
Obrázek 5: Krevní kapiláry na čipu 
(Blood-vessel-on-a-chip) [17] 
Obrázek 6: Plíce na čipu (Lung-on-a-chip) [18] 
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2.1.3.1 PDMS (polydimethylsiloxan) 
PDMS, také známý jako pod názvem dimethikon, je řazen do skupiny polymerních 
organokřemičitých sloučenin, tzv. silikonů. V roce 1998 byl poprvé představen v rámci 
mikrofluidických aplikací Georgem Whitesidesem. Tento milník výrazně změnil možnosti 
výroby i využití čipů, nejen po funkční ale také po ekonomické stránce [1, 19, 20]. 
Jedná se o elastomer v mikrofluidice velmi využívaný a to nejen pro fabrikaci čipů, ale 
i odlévacích forem, tzv. masterů. Mezi jeho největší výhody kromě cenové dostupnosti patří 
také elasticita, měkkost, biokompatibilita, nízká toxicita, elektrická nevodivost a průhlednost. 
PDMS je nepropustný pro vodu v kapalném skupenství, propouští plyny a nepolární organická 
rozpouštědla, s organickými rozpouštědly není kompatibilní. Díky své elasticitě umožňuje 
zavedení pump a dalších externích prvků, které slouží k regulaci průtoku kapaliny uvnitř 
zařízení [20, 22].  
Nejčastěji diskutovanou nevýhodou tohoto materiálu je jeho hydrofobnost. Povrch PDMS 
lze různě chemicky modifikovat tak, aby se zvýšila jeho smáčivost, což je také velmi důležitý 
faktor při imobilizaci buněk v mikrofluidních kanálcích. Povrchové úpravy PDMS jsou však 
poměrně nestabilní, kovalentní vazby vázané s funkčními skupinami pouze krátkodobé. Tento 
jev zapříčiňují volně zesíťované, siloxanové řetězce, které se různě otáčejí a zakrývají. PDMS 
se vyznačuje i dalšími vlastnostmi, kvůli kterým jsou jeho aplikace nevhodné pro průmyslovou 
výrobu ve velkém měřítku. Mezi tyto nevýhody patří např. rozměrová nestálost 
mikrofluidických kanálků způsobená elasticitou (a s tím se pojící nedostatečná mechanická 
pevnost komerčních produktů) či některé výrobní kroky, jako je pomalé tepelné vytvrzování 
nebo ruční manipulace s tenkými elastomerními fóliemi [20, 22, 23]. 
Aplikace PDMS jsou velmi rozmanité, používá se pro výrobu kontaktních čoček a jiných 
zdravotnických prostředků, je také přítomen v šamponech (pro lesk vlasů) nebo v některých 
potravinách pod označením E900 (protipěnící aditivum). Využívá se i v oblasti těsnění 
a lubrikačních prostředků [24, 25, 26, 27]. 
V případě této diplomové práce byly z PDMS vyrobeny formy pro odlévání směsi 
thiol-enových monomerů. Tyto formy umožnily následný přenos vzorů kanálků o velikostech 
v řádech mikrometrů na povrch materiálu OSTE. Fabrikace PDMS masteru probíhala 
v několika krocích, počínaje fotolitografií na vrstvě negativního fotorezistu – touto metodou 
byl vytvořen prvotní reliéf kanálků. Všechny kroky jsou dále v práci podrobněji popsány [20].  
  
Obrázek 7: Strukturní vzorec PDMS [21] 
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2.1.3.2 OSTE (off-stoichiometry Thiol-Ene) 
Polymerové pryskyřice OSTE byly původně vyvinuty, aby svými výhodami překonaly 
propast mezi výzkumem laboratorních prototypů založených např. na PDMS a komerční 
produkcí mikrofluidických čipů, typicky probíhající tlakovým vstřikováním plastů. Toto je 
umožněno tím, že OSTE mikrofluidické čipy lze vyrobit jednak UV zářením nebo teplem 
iniciovanou polymerací v laboratoři běžnou, stejně tak embossováním nebo vstřikováním 
používaném v průmyslu [28, 29]. 
Polymerace OSTE je založena na reakci thiolové a allylové funkční skupiny, která se řadí 
k tzv. „click“ reakcím, což jsou reakce vyznačující se vysokým výtěžkem, selektivitou, 
stereospecifitou, modulárností a jednoduchostí. Často probíhají za mírných podmínek (běžná 
rozpouštědla, laboratorní teplota aj.). Díky tomu jsou často využívány ke konjugacím 
biomolekul [29]. 
V případě polymerace OSTE jsou často využívány vícevazné monomery sloužící 
k zesíťování, a tím větší pevnosti materiálu (např. čtyřvazný monomer obsahující thiolové 
skupiny a trojvazný polymer obsahující dvojné vazby). OSTE, oproti stechiometrickým 
směsím, poskytují několik výhod. Laděním složení směsi lze dosáhnout různých mechanických 
vlastností materiálu nebo vytvoření reakčních center pro další „click“ reakce [28, 30]. 
  
Obrázek 8: (A) Reakční mechanismus spojování radikálových thiol-enů;  (B) Standardní 
stechiometrická reakce thiol-enových systémů, která vede k úplné polymeraci a nepřítomnosti funkčních 
skupin na povrchu i v objemu; (C) Nestechiometrická reakce thiol-enů umožňující vznik nezreagovaných 
thiolových i allylových funkčních skupin [28] 
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Po úplné fotoiniciované polymeraci se OSTE fabrikáty vyznačují určitým obsahem 
nezreagovaných thiolových/allylových skupin na povrchu i v objemu. Počáteční míra 
nestechiometrie monomerů přesně definuje počet skupin, které zůstanou po polymeraci volné. 
Nezreagované funkční skupiny lze poté použít pro přímou modifikaci povrchu nebo pro suché 
lepení dvou a více OSTE výrobků navzájem. Reakční mechanismy UV iniciovaných 
radikálových reakcí thiol-enů a rozdíly mezi reakcemi stechiometrických 
a nestechiometrických směsí monomerů zobrazuje podrobně obrázek 8 [28, 29, 31]. 
Dalším rozšířením možností OSTE materiálu je využití přídavku epoxy-monomerů. Vznikne 
tak systém thiol-ene-epoxy-monomerů, tzv. OSTE+, který byl již upraven a vylepšen švédskou 
firmou Mercene Labs AB s komerčním názvem OSTEMER. Vytvrzování této pryskyřice 
sestává ze dvou odlišných kroků. První krok je UV iniciovaný, thiol-enovou reakcí se tvoří 
snadno deformovatelný, elastický polymer s nadbytkem nezreagovaných thiolů a všech 
epoxidů [29, 32]. 
Ve druhém kroku dochází důsledkem tepelně iniciovaných reakcí všech zbývajících thiolových 
a epoxidových skupin k tuhnutí. Vzniká zcela neohebná, inertní pryskyřice s nízkou 
propustností pro plyny, schopná biokompatibility s mnoha buněčnými liniemi. Oba kroky 
procesu vytvrzování jsou znázorněny na následujícím schématu [33, 34].  
 
Mezi hlavní výhody OSTE pryskyřic se řadí snadná a rychlá výroba složitých struktur, 
přirozené hydrofilní povrchové vlastnosti či snadná modifikací povrchu „click“ reakcemi. Dále 
také schopnost suchého lepení polymeru s přebytkem thiolů na druhý s přebytkem allylů 
při laboratorní teplotě nebo možnost stabilního a hustého rozložení nezreagovaných skupin, 
řízeného stupněm nestechiometrie. Naopak nevýhodou tohoto materiálu je jeho negativní vliv 
na buňky a proteiny při vyplavování nezreagovaných monomerů z čipu. Tato skutečnost je 
způsobena zpravidla aplikací směsí s velmi vysokými nestechiometrickými poměry. Schopnost 
biokompatilibity tedy spolehlivě poskytují pryskyřice OSTE se složením blízkým 






+ 70-90 °C 
Obrázek 9: Schéma tvrzení materiálu OSTE+ [35] 
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Aplikace OSTE polymerů patří mezi nejnovější technologie. Materiál je díky svým 
vlastnostem vhodný pro komerční výrobu systémů LoC. Poskytuje platformu pro rychlé 
prototypování, která vyžaduje minimálních investic, navíc je kompatibilní se stávajícími 
mikrofabrikačními technikami. Dále nachází využití i při konstrukcích biosenzorů, také 
se vyvíjí poměr monomerů vhodný pro medicínské aplikace – nosiče léčiv a scaffoldy 
pro regeneraci tkání [28, 33, 34, 37]. 
V rámci experimentální části diplomové práce byly kombinací obou typů pryskyřic, OSTE 
i OSTE+, vyrobeny tři mikrofluidické čipy . 
2.1.4 Metody výroby čipů 
Existuje velké množství výrobních metod pro mikrofluidická zařízení. Jednotlivě se liší 
v náročnosti provedení, cenovou dostupností, možnostmi tvarů a velikostí mikrofluidních 
kanálků aj. Čipy mohou být vyráběny nejen v jednodušším 2D provedení, ale i jako 3D modely, 
u kterých roste náročnost výroby. Používáním PDMS se široce rozvinula technologie zvaná 
"soft" litografie (tzv. měkká litografie), která je dnes vůbec jednou z nejpoužívanějších technik 
pro výrobu mikrofluidních čipů. Kromě této metody se využívá i mnoho dalších postupů, 
mezi které patří například galvanické pokovování, tvorba kanálků vyleptáváním do křemíku, 
mikrokontaktní tisk, laserová ablace, ražení za tepla nebo vstřikování. Dále také i velká škála 
metod 3D tisku, např. FDM ("fused deposition modelling" – modelování depozicí taveniny), 
polyjet (lepení práškového materiálu lepidlem nanášeným tryskami), DLP/SLA ("digital light 
processing"/stereolitografie, fotopolymerace kapalného materiálu) a další. Následující kapitola 
popisuje metodu, která byla využita pro fabrikaci čipů v rámci experimentální části předložené 
diplomové práce [1, 2, 7]. 
2.1.4.1 "Soft" litografie 
Princip techniky "soft" litografie spočívá v odlévání PDMS do předlohy (nejčastěji 
křemíkové) se strukturou požadovaného mikrofluidického zařízení. Předloha se zhotovuje 
převážně pomocí fotolitografie [2].  
Fotolitografie je metoda, díky které je možné na plochém substrátu vytvořit kanálky, jejichž 
rozměry se mohou pohybovat až v mikroměřítku. Její provedení je velmi pracné, citlivé 
na sebemenší změnu podmínek vůči danému protokolu a také vyžaduje čisté prostory, nejlépe 
Obrázek 10: Znázornění thiol-enové „click“ reakce [37] 
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s vháněným, přefiltrovaným vzduchem. To proto, aby se zabránilo znehodnocení fabrikátů 
prachovými částicemi [38].  
Fotocitlivý materiál, tzv. fotorezist je v procesu fotolitografie nanesen v tenké vrstvě ("spin 
coatingem", "dip coatingem" apod.)  na substrát, poté zakryt fotomaskou  a vystaven UV osvitu. 
Masky jsou nejčastěji chromované, protože chrom nepropouští UV záření tam, kde je potřeba 
a nezakryté části mohou být účinkem záření zpolymerizovány resp. rozloženy, podle typu 
fotorezistu, který použijeme (negativní resp. pozitivní). Podle typu fotorezistu je nutné volit i 
variantu masky (tzv. pozitiv nebo jemu negativ). Chromové masky se vyznačují větší značnou 
odolností, čemuž odpovídá i jejich vyšší cena. Cenově dostupnější variantou masek jsou masky 
nanesené na fotofilm, kde průchodu UV záření zabraňuje barvivo [38, 39, 40]. 
 Negativní fotorezisty vyžadují fotomasky, které mají většinu své plochy zakryté. Nekryté 
oblasti jsou vystaveny UV záření, které způsobí uvolnění iniciátoru, poté následuje tepelně 
iniciovaná polymerace v místech výskytu iniciátoru, během které se postupně projeví vystouplé 
kanálky na předloze. Nezpolymerovaný materiál je po tepelném, vytvrzovacím kroku vyplaven 
pomocí vyvíječe, kterým je směs organických rozpouštědel. Naopak u pozitivních fotorezistů 
jsou exponovaná místa chemicky narušena a stanou se rozpustné ve vyvíjecím roztoku. Ve 
vyvíjecím kroku je rozložený materiál následně odplaven, a tím se místo výstupků tvoří jamky. 
Hlavní výhodou pozitivních fotorezistů je jejich neměnný tvar během polymerace. Díky tomu 
se jeví jako vhodnější pro aplikace, při kterých je kladen důraz na přesnost. Finálně zhotovenou 
předlohu je možné při správné manipulaci a vhodném uchovávání několikanásobně znova 
využít [38, 39]. 
V experimentální části práce byla fotolitograficky vyrobena předloha pro odlévací formu 
pomocí negativního fotorezistu SU-8 3025. Všechny kroky jsou dále v práci podrobněji 
popsány. 
Po zhotovení předlohy, na jejímž povrchu vystupuje struktura kanálků, je možné dále 
postupovat v procesu "soft" litografie. Obecný postup probíhá v několika následujících krocích: 
Nalití viskózní směsi oligomerů PDMS společně se síťovacím činidlem a následná polymerace. 
Nejčastěji se PDMS nechává vytvrdit na topné desce při 70 °C po dobu 1-2 hod. Následuje 
sejmutí zpolymerovaného PDMS z povrchu křemíkové předlohy, poté přichycení odlitku 
s vytvořenými kanálky na podklad. Podkladem může být například sklo nebo jiná vrstva 
PDMS. Před přichycením PDMS vrstvy na jiný povrch je do něj potřeba vyříznout otvory, 
pro vstup kapaliny do mikrofluidního kanálku [7, 19]. 
PDMS sloupnutý z předlohy se také velmi často používá jako master pro další odlévání a to 
nejen dalšího PDMS, ale i pro tvorbu čipů dalších materiálů. Mastery lze užít opakovaně pro 




2.1.5 Metody modifikace povrchů 
Princip povrchové funkcionalizace „click“ reakcemi u OSTE pryskyřic byl popsán 
v kapitole 2.1.3.2. Pro modifikaci povrchu skleněných nebo silikonových materiálů je nutné 
využití zcela odlišných technologií. Nejčastěji se využívá velká škála silanizačních technik 
nebo zpracování povrchu plazmatem [42, 43].  
Silanizace je proces, při kterém se povrch materiálu zcela pokryje organofunkčními 
alkoxysilanovými molekulami. Silanizované mohou být materiály jako např. sklo, slída, 
křemík, protože obsahují hydroxylové skupiny, které napadají a vytěsňují alkoxyskupiny 
na silanu, čímž se tvoří kovalentní -Si-O-Si- vazba. Cílem této techniky je vytvoření vazby 
přes rozhraní mezi minerálními složkami a organickými složkami. Materiály modifikované 
silany mohou být dále reaktivní i zcela nereaktivní, záleží na typu použitého silanu a 
navázaných funkčních skupinách, např. -NH2, -COOH, -SH aj. Tato metoda obecně nachází 
velké uplatnění ve výzkumu biomateriálů. Aplikací silanů na skleněné povrchy se např. zvyšuje 
jejich hydrofobnost, čehož se využívá i při kultivaci buněk za účelem snížení jejich přilnavosti 
ke stěnám kultivačních nádob. Jedním z nejvíce využívaných silanů je 
3-aminopropyltriethoxysilan (APTES). Při jeho použití se na podklad naváže vrstva zakončená 
reaktivní aminoskupinou, vhodná k dalším reakcím [42, 44, 45]. 
Modifikací nejen chemických, ale i fyzikálních vlastností povrchů se dá docílit použitím 
plazmatu. Tato technologie zahrnuje : aktivace povrchů plazmatem, leptání, lepení, čištění, 
polymerace aj [43]. 
V rámci předložené diplomové práce byly skleněné i PDMS povrchy zbaveny nečistot 
plazmatem. Ke spojování vrstev PDMS a skla bylo také využito plazmatu. Nepřilnavosti 
povrchu bylo dosaženo silanizací za použití trichloro(1H, 1H, 2H, 2H-tridekafluoro-n-
oktyl)silanu. Navázáním fluorovaných uhlovodíků bylo docíleno nereaktivity materiálů 
a zabránilo se i případnému nežádoucímu nalepení jednoho dílu PDMS na druhý nebo OSTE 
k PDMS. Konkrétní postupy jsou popsány v experimentální části. 
  
Obrázek 11: Schéma tvorby čipu za použití metody soft litografie [41] 
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2.2 Využití enzymů pro analytické účely 
Enzymy, jakožto vysoce účinné a selektivní biokatalyzátory, zajišťují a řídí průběh 
chemických reakcí v buňkách organismů. Jejich základní skelet, apoenzym je složen z proteinů, 
na které se často váží i další molekuly, označované jako kofaktory. Kofaktory se podílí např. 
na přenosu atomů nebo elektronů a určují funkci daného enzymu. Podle způsobu navázání 
na bílkovinnou strukturu enzymu se kofaktory dělí na pevně vázané prostetické skupiny 
a koenzymy vázané slabými vazebnými interakcemi [46]. 
Enzymatické reakce fungují na principu přeměny substrátů v produkty, která probíhá 
v tzv. aktivním místě enzymu, viz obrázek 12. Průběh reakcí je enzymy zrychlován na základě 
snížení aktivační energie potřebné pro chod dané reakce. Nicméně žádná enzymatická reakce 
neprobíhá stejně rychle. Existuje několik faktorů ovlivňujících rychlost, např. množství 
substrátu, množství enzymu, teplota nebo pH [47, 48]. 
Během biochemických reakci se enzymy nespotřebovávají, zůstávají nezměněné a mohou 
být znovu použity. V dnešní době se ve výzkumu i v průmyslu využívá velká škála enzymů 
volných i imobilizovaných. Nedílnou součástí praktických aplikací je i konstrukce a využití 
různých typů enzymatických reaktorů [47, 48]. 
2.2.1 Enzymatické reaktory 
Reaktorem je označováno zařízení, ve kterém probíhají chemické reakce. Průběh konverze 
substrátu na produkt prostřednictvím enzymatické reakce probíhá v enzymatických reaktorech. 
Výběr zařízení pro konkrétní proces v praxi závisí na několika důležitých faktorech. Ty zahrnují 
například formu zvoleného enzymu (volná nebo imobilizovaná), kinetiku reakce, chemické 
a fyzikální vlastnosti imobilizačního nosiče včetně toho, zda se jedná o částicový, membránový 
nebo např. vláknitý materiál. Pozornost musí být věnovaná také rozsahu provozu, možné 
potřebě regulace reakčních podmínek: teplota, pH aj. Dalšími faktory jsou např. dodávky 
a odstraňování plynů, stabilita enzymu, substrátu a produktu. Nezbytné je i komplexní 
zhodnocení nákladů spojených s pořízením substrátu, enzymu, vývojem procesu, výstavbou 
a celkovým provozem enzymatického reaktoru [50, 47]. 
Enzymatické reaktory se základně dělí dle způsobu imobilizace enzymů na: vsádkové 
("batch") a průtočné nebo kontinuální reaktory ("flow-through", "continuous"). Výhody 
plynoucí z aplikací průtočných reaktorů se jednoznačně týkají zjednodušení postupů, které 
umožňují snadnější automatizaci, bezpečnější provoz, reprodukovatelnost a nižší produkční 
náklady v porovnání s reaktory vsádkovými. S pokroky ve výzkumu analytické oblasti 
mikrofluidiky se v posledních letech začaly v praxi uplatňovat i průtočné mikrofluidické 
enzymatické reaktory [50].   
Obrázek 12: Obecný průběh enzymatické reakce; vysvětlivky:  E - enzym, S - substrát, P – produkt [49] 
E+S E-S komplex E-P komplex             E+P 
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2.2.2 Imobilizace enzymů 
Práce s enzymy je obecně kromě mnoha výše uvedených výhod spojovaná i s nevýhodami, 
jako jsou např. vysoká pořizovací cena za malé množství biokatalyzátoru nebo omezená 
stabilita. U enzymů volně rozpuštěných v reakční směsi dochází k jejich ztrátám při různých 
post separačních procesech.  Metody imobilizace enzymů v praxi naopak pomáhají se těmto 
problémům vyvarovat, což má za důsledek i zjevné ekonomické úspory [48].  
Imobilizace spočívá v ukotvení enzymu na pevný nosič. Pevná fáze nosiče je separovaná 
od fáze kapalné, ve které je rozpuštěn substrát, zároveň jsou obě tyto fáze v těsném kontaktu. 
Pevný nosič je tvořen zpravidla polymerem, na který je různými chemickými a fyzikálními 
vazbami připojen enzym [51, 52]. 
Existuje mnoho metod navázání enzymů, nejčastěji se využívá například adsorpce, 
kovalentní vazba, enkapsulace, zachycení nebo zesíťování. Schémata vybraných 
imobilizačních postupů zobrazuje obrázek 13.  
Dále jsou v praxi využívány i některé další fyzikální postupy. Jednou z nejstarších, 
nejlevnějších a nejjednodušších metod je fyzikální sorpce na nosič, ke které se nicméně pojí 
i několik nevýhod, např. značná nespolehlivost a malá stabilita. Enzymy, organely nebo i celé 
buňky lze také imobilizovat inkorporací do gelových matric. Tyto matrice mohou být tvořeny 
nejen syntetickými polymery, ale i biopolymery jako je např. želatina, kolagen, agaróza nebo 
algináty. Avšak hlavním problémem aplikace této fyzikální metody je riziko postupného 
uvolňování látky zabudované v matrici do kapalné fáze [52, 53]. 
Imobilizace kovalentními vazbami je dnes nejčastěji používanou metodou a to proto, že 
vykazuje vyšší účinnost v porovnání s ostatními metodami. Pro tento postup je nezbytná 
přítomnost funkčních skupin na pevném nosiči, např.: -NH2, -SH, -OH, -COOH aj. Navázání 
požadovaných biokatalyzátorů na tyto skupiny je zprostředkováno po jejich aktivaci 
různorodými činidly. Na tomto principu funguje i imobilizace na povrchu materiálu OSTE, 
kterému se věnuje této diplomové práce. Podstata imobilizace biomolekul zde spočívá v jejich 







Obrázek 13: Schémata vybraných imobilizačních metod [51] 
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2.2.3 Typy mikrofluidických enzymatických reaktorů  
Následující podkapitoly obsahují podrobnější popisy jednotlivých typů enzymatických 
mikroreaktorů s imobilizovanými enzymy (tzv. IMER). 
2.2.3.1 "Open-tubular" mikroreaktory 
"Open-tubular" enzymatické reaktory s konstrukcí otevřené kapiláry využívají jako nosič 
pro imobilizaci enzymů povrch vnitřní stěny. V tomto případě je dostupná plocha relativně 
malá, což je přímo spojeno s výslednou nízkou nosností biomolekul. Pro heterogenní 
biokatalýzu, kdy substrátový roztok prochází enzymem potaženou kapilárou, je poměr povrchu 
k objemu mnohem menší ve srovnání s mikroreaktory náplňovými nebo monolitickými. Tato 
skutečnost má negativní vliv na účinnost reakce v důsledku prodloužené dráhy difúze substrátů 
a tedy i nízkou rychlost enzymatické konverze. Z toho důvodu je důležité zajistit přiměřeně 
dlouhou dobu pobytu reakční směsi v mikroreaktoru, která umožní difuzi substrátových 
molekul do aktivních míst imobilizovaného enzymu. Ze stejného důvodu by vnitřní průměr 
kapiláry měl být tak malý, aby bylo možné snížit potřebnou vzdálenost difuze a zvýšit poměr 
povrchu k objemu [54].  
Jedním z řešení vedoucích ke zvýšení aktivního povrchu pro imobilizaci enzymů je 
vytvoření přídavné vrstvy na vnitřním povrchu kapiláry. Vyšší nosnost může být dosažena 
potažením například vrstvou dextranu nebo porézního monolitu. Takové mikroreaktory 
poskytují minimální odpor proudění (a nízký zpětný tlak), což je velmi výhodné z praktického 
hlediska při průchodu reakčních směsí kapilárou. Důležité je  také poznamenat, že v tomto 
přístupu jsou interakce mezi molekulami substrátu a nosičem omezeny na minimum, takže 
analyty jsou méně zadrženy. "Open-tubular" mikroreaktory mohou být také inkorporovány 
do mikrofluidního čipu [54, 55]. 
2.2.3.2 Náplňové mikroreaktory 
Tento typ mikroreaktorů běžně využívá pro imobilizaci enzymů nano a mikročástice, jakožto 
materiály s velkou plochou povrchu s velikostí v rozsahu 50-100 μm, např.: uhlíkové 
nanotrubice, zlato, magnetické nanočástice, mezoporézní křemíkové kuličky. Použití této 
technologie může však představovat několik nevýhod, které často vedou k nízké účinnosti. 
Mikroreaktory naplněné částicemi trpí nízkou difuzní schopností rozpuštěných 
makromolekulových látek do pórů pomocného materiálu. Pokud je doba zdržení roztoku 
procházejícího kapilárou příliš krátká, imobilizovaný enzym má omezený kontakt se substráty. 
Tento problém vyplývá z nízké rychlosti difuze molekul do pórů částic, ve kterých je enzym 
přítomen. Další velkou nevýhodou je nutnost použití separačních technik na post-reakční směsi, 
např. ultrafiltrace nebo centrifugace, aby se odstranily částice a získal supernatant vhodný 
k analýze. Avšak v průběhu separací často dochází dochází ke ztrátám. V současné době jsou 
komerčně dostupné různé typy funkcionalizovaných nosičů i enzymové preparáty na bázi 
perliček [54, 56].  
Jako velmi výhodné se jeví aplikace magnetických částic a to proto, že nevyžadují žádné 
složité separační techniky, aby se zabránilo jejich eluci z kapiláry. Magnetické částice mohou 
být umístěny v jakémkoliv požadovaném fragmentu pomocí vnějšího magnetického pole a 
pro jejich odstranění se používá tatáž snadná a rychlá metoda. Z tohoto důvodu se tyto částice 
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často používají pro imobilizaci enzymů a biokatalýzu v roztoku. Po procesu mohou být 
jednoduše získány magnetickou separací z post-reakční směsi, např. po screeningu 
enzymových inhibitorů nebo i po štěpení proteinů [57]. 
2.2.3.3 Monolitické mikroreaktory 
Pro překonání problémů uvedených v podkapitole o náplňových mikroreaktorech může 
sloužit např. aplikace alternativní metody, mikroreaktorů na bázi monolitu. Jednodílné lůžko 
představuje homogenní strukturu, složenou z průtočných makropórů a mikropórů, které 
zajišťují vysoký specifický povrch. Mikroreaktory na bázi monolitů vykazují velkou účinnost 
při relativně nízkém protitlaku (díky přítomnosti průchozích pórů) v důsledku snížené délky 
difúzní dráhy a rychlého přenosu hmoty. Kromě toho jsou monolitické nosiče schopny vázat 
relativně velké množství biomolekul, vzhledem k vysoké hustotě reaktivních funkčních skupin. 
Vykazují také vysokou mechanickou životnost [54, 58]. 
Syntéza monolitických nosičů probíhá uvnitř mikrokanálu (kapiláry, čipu), z čehož často 
může plynout i nevýhoda časové náročnosti přípravy a potýkání se s problémem 
při opakovatelnosti. Monolity jsou tvořeny radikálovou polymerací, např. tepelně nebo 
foto-iniciovanou, dále také polykondenzací nebo lyofilizací. Fotoiniciace vyžaduje průhledné 
materiály a umožňuje přípravu monolitické podpory v přesně definované části kanálu kapiláry 
při použití vhodné masky. Kromě toho tato metoda také umožňuje imobilizaci enzymu na určité 
části monolitu. V nejvhodnějším případě jsou monolity syntetizovány v jednostupňovém 
procesu a vyznačují se velkým objemem pórů (1-2 ml·g-1) a vysokou plochou povrchu 
(4300 m2·g-1). Na těchto materiálech, které se vyznačují velkým množstvím aktivního povrchu, 
uplatňují enzymy vysokou katalytickou účinnost [54, 58, 59].  
Rozlišují se tři typy monolitických loží: organické, anorganické a hybridní. Organické 
monolity jsou biokompatibilní a odolné vůči extrémním hodnotám pH, ale v přítomnosti 
organických rozpouštědel může dojít k narušení jejich struktury. Naproti tomu křemičité 
základy (nejčastěji používané mezi anorganickými monolity) jsou odolné vůči organickým 
rozpouštědlům, ale jejich stabilita při extrémních hodnotách pH je nízká [54]. 
2.2.3.4 Mikrofluidické reaktory na čipu 
Pro aplikaci mikroreaktorů na čipu mohou být využity všechny výše uvedené přístupy včetně 
monolitických lůžek, perliček i "open-tubular" kanálů. Obecně se IMER na čipu navzájem liší 
konstrukcí i materiály, z nichž jsou vyrobeny. Tato skutečnost by měla být kompatibilní 
s detekční technikou používanou pro stanovení produktů generovaných v reakční oblasti. 
Samotná enzymatická přeměna může probíhat v připravené jamce, komoře nebo kanálu – 
jednoduchém, složitém, rozvětveném v přímém nebo klikatém tvaru, viz obrázek 14. Platí, že 
výtěžek reakce závisí na délce přímého úseku kanálu a počtu ohybů. Je důležité také zdůraznit, 
že v mikrofluidických kanálech je proud kapaliny laminární a přenos hmoty probíhá hlavně 
difuzí. Míchání kapalin lze dosáhnout dodáním energie z vnějšku, např. ultrazvukovými 
komponentami. Klikaté kanály jsou využívány jako pasivní technologie pro mísení kapaliny 
průběžnými změnami směru proudění [54, 60, 61].  
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Stále víc jsou využívána multifunkční čipová zařízení (LoC), která zajišťují průběh reakce, 
separaci produktů a jejich analýzu na jediné platformě. V takových případech je proces 
rychlejší, účinnější, reprodukovatelnější a bývá dosaženo i větší citlivosti ve srovnání s kroky 
prováděnými odděleně nebo ve větším měřítku [2]. 
Vstupy mikroreaktorů na čipu pro následné připojení kapilár mohou být monolitické 
(nejčastěji u fabrikátů 3D tisku), adhezivní (lepené) nebo na bázi kontaktního zapojení (pružné 
otvory) [62]. 
2.2.4 Aplikace mikrofluidických enzymatických reaktorů 
Během posledních desetiletí jsme svědky ohromných pokroků ve výzkumu enzymologie 
i mikrofluidiky. Nejnovější vědecké poznatky popisují přístupy, které umožňují uplatnění 
enzymatických reaktorů v mnoha oblastech vědy – v bioanalytických laboratořích, průmyslu 
i v lékařství. 
Technologie IMER se využívá například pro kvantifikaci cílových analytů nebo pro separaci 
činidel. Dále pro syntézu sloučenin, které je obtížné získat klasickými chemickými reakcemi. 
Mikroreaktory jsou také používány pro výběr vhodných podmínek biokatalýz nebo pro analýzu 
nákladů a přínosů před zavedením enzymatického procesu do většího měřítka. Enzymová 
specifita nachází své praktické využití v biosenzorech nebo v analytických zařízeních 
v  proteomice. Další praktické aplikace se pojí ke studiu kinetiky enzymů nebo hledání jejich 
účinných inhibitorů, které mohou být potenciálně využity jako faraceuticky účinné látky [54, 
63]. 
Nelze předpovědět jaká aplikace bude v blízké budoucnosti převažovat, v každém případě 
mnohé studie dokazují, že potenciál IMER je obrovský.  
A     vstup B     vstup C     vstup D     vstup 
výstup výstup výstup výstup 
Obrázek 14: Vybrané typy mikroreaktorů na čipu: A-s jamkou, B-s komorou, C-s jednoduchým kanálem, 
D-s větším počtem jednoduchých kanálů; ▓ Reakční prostor (s imobilizovanými enzymy) [54] 
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2.3 Biotransformace xenobiotik 
Cizorodé sloučeniny, mezi které se řadí i léčiva, jedy nebo průmyslové chemikálie, jsou 
v tělech organismů přeměňovány na metabolity procesem známým jako biotransformace. Jedná 
se o sled chemických reakcí, zprostředkovaných jaterními i mimojaterními enzymy. 
Xenobiotika lipofilního charakteru jsou prostřednictvím enzymatické katalýzy transformovány 
na látky polárnější, hydrofilní. Tímto způsobem se zvýší rychlost jejich vylučování, které může 
probíhat např. močí, žlučovými cestami aj. Je důležité poznamenat, že k detoxifikaci nedochází 
v každém případě. Procesem biotransformace mohou vznikat také látky s rozdílnými či více 
toxickými vlastnostmi než tomu bylo v případě sloučeniny původní nebo metabolity schopné 
dalších interakcí s tkání i buňkami [64, 65].  
Léky mohou podstoupit jednu ze čtyř potenciálních možností biotransformace: přeměnu 
aktivního léku na neaktivní nebo aktivní metabolit (konkrétně případ prodloužení 
terapeutického účinku léčiva), dále také neaktivního léku na aktivní metabolit (využití 
u proléčiv). V některých případech probíhá přeměna aktivního léku na jeho toxický metabolit, 
tzv. biotoxifikace. Příkladem biotoxifikace je například přeměna polycyklických aromatických 
uhlovodíků v metabolity karcinogenní [65].  
Biotransformační procesy, kterých se konkrétně účastní léčiva, lze rozdělit na nesyntetické 
reakce I. fáze a syntetické reakce II. fáze.  
Reakce I. fáze  
Zahrnují nejčastěji oxidační, méně často redukční a hydrolytické reakce. V průběhu této fáze 
dochází k transformaci léčiva na polárnější metabolit zavedením nebo odkrytím funkčních 
skupin: -NH2, -SH, -OH, -COOH aj. Molekula se takto stává polárnější a následně dochází 
snadnějšímu vyloučení. Obecně při nesyntetických reakcích dochází ke tvorbě méně aktivních 
metabolitů, v některých případech mohou vznikat i metabolity po aktivitní stránce nezměněné 
(např. transformace diazepamu na nordiazepam) nebo aktivnější. V reakcích I. fáze mohou 
vznikat také toxiny (např. metabolity paracetamolu) [64, 65].  
Reakce II. fáze  
Do syntetické fáze vstupují látky málo polární (produkty I. fáze), které podstoupí kovalentní 
připojení malých hydrofilních molekul, jako je např.: kyselina glukuronová, octová, glycin 
nebo aktivovaný sulfát za vzniku látek lépe rozpustných ve vodě. Tyto děje probíhají 
prostřednictvím konjugačních enzymů. Vzniklé konjugáty mají větší molekulovou hmotnost, 
v pH prostředí jsou ionizovány a snadno vyloučeny z organismu [65, 66]. 
Výzkum biotransformačních reakcí je potřebný nejen k optimalizaci a vývoji 
toxikologických metod, ale také při testování působení nových medikamentů s důrazem 
na účinnější léčbu nemocí a omezení nežádoucích účinků [64]. 
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2.3.1 Enzymatická katalýza biotransformací 
Biotransformace léčiv probíhá nejčastěji v játrech, zprostředkovávají ji ale také další orgány 
např. ledviny, plíce, srdce, žaludek (typické pro peniciliny) aj. Subcelulárně jsou 
biotransformační enzymy situovány v cytosolu, endoplasmatickém retikulu (ER) a 
v mitochondriích [64]. 
V játrech probíhají přeměny uvnitř hepatocytů pomocí mikrosomálních enzymů. 
Transformační reakce léčiv v buňkách ovlivňuje mnoho typů biokatalyzátorů, nejvýznamnější 
je ovšem oxidační reakce v komplexu cytochrom P450. Biotransformační enzymy ovlivňuje 
řada faktorů mezi které patří: pohlaví, věk, mezidruhové rozdíly, potrava, genetické faktory 
nebo celkový zdravotní stav organismu [64, 67]. 
2.3.1.1 Komplex cytochrom P450 (CYP) 
Oxidační systém cytochrom P450 (CYP), kterým se tato práce mimo jiné zabývá, je 
tzv. superrodinou enzymů odpovědných za eliminaci zhruba 75 % všech xenobiotik. Výzkum 
a pochopení biotransformace pomocí CYP je proto jedním z nejdůležitějších kroků 
při objevování léčiv [46, 68].  
Komplex CYP byl na počátku objeven jako buněčný pigment obsahující atom železa 
s koordinačním číslem 6 inkorporovaný do struktury porfyrinu, tento celek se označuje jako 
hem. Číslovka 450 v názvu představuje hodnotu absorpčního maxima systému 
při redukovaném stavu železa v komplexu s CO. Systém se dělí na rodiny, podrodiny 
a konkrétní enzymy. Označení konkrétního enzymu ze superrodiny P450 sestává z předpony 
CYP, následovanou arabskou číslicí označující rodinu a velkým písmenem pro popis 
podrodiny. Celé označení zakončuje další arabská číslice, která značí konkrétní enzym např. 
CYP2A6. Na biotransformaci xenobiotik se podílejí rodiny označované číslicemi 1, 2 a 3, 
nejčastěji konkrétně 1A, 2B, 2C, 2D a 3A. Systém CYP je situován na membránách ER, 
mitochondrií či mikrosomů. Vyznačuje se rozmanitostí sekvencí aminokyselin a substrátovou 
specifitou, která určuje typ konkrétního izoenzymu [68, 69, 70]. 
  
Průměrný podíl jednotlivých izoenzymů 
na celkovém P450 v játrech 
Průměrný podíl jednotlivých izoenzymů 
na metabolizmu léčiv 
Obrázek 15: Grafické znázornění podílů jednotlivých izoforem v játrech a v rámci 
metabolizmu léčiv [71] 
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Lidský organismus obsahuje přibližně 60 rozdílných forem CYP.  Pro správný průběh 
oxidačních reakcí katalyzovaných monooxygenázou je mimo samotný komplex nezbytná 
i přítomnost těchto dalších sloučenin: NADPH-cytochrom P450-reduktázy, kofaktoru NADPH 
a molekulárního kyslíku.  Schéma kompletního cyklu oxidace zobrazuje obrázek 16. 
Kompletně závislé na systému CYP jsou i některé další metabolické reakce jako 
např. deaminace, hydroxylace nebo N-, O-, S-dealkylace [68, 70].  
  
Obrázek 16: Katalytický cyklus enzymatického 
systému CYP [72]  
Obrázek 17: Stužkový model 3D 
uspořádání CYP [73] 
25 
2.4 Modelový systém a metodika testování biotransformačních procesů 
Testování stávajících i nově syntetizovaných léčiv je v jaterním prostředí za podmínek 
in vivo velmi komplikované. Tuto skutečnost způsobují mnohé důvody – legislativní, 
ekonomické, technologické i etické. Proto je velký důraz kladen na vývoj a optimalizaci metody 
testování metabolických procesů xenobiotik in vitro. Jedním z přístupů pro vytvoření 
modelového systému je využití subcelulárních frakcí, mezi které patří např. izolované 
mikrosomy, mitochondrie, jádra, cytosol nebo proteiny. Tyto frakce obsahují komplex CYP, 
jsou schopné substrátové přeměny. Post-reakční směsi obsahující biotransformační produkty 
jsou poté analyzovány. Pro analýzu a měření enzymatické aktivity se používá 
např. vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), kapilární elektroforéza (CE), 
hmotnostní spektrometrie (MS) nebo spektrofluorimetrie [74, 75, 76, 77]. 
2.4.1 Mikrosomální subcelulární frakce 
Aplikace mikrosomů in vitro je v dnešní době velmi rozšířená v jakémkoli výzkumu 
biotransformace léčiv i při preklinických studiích. Částice tohoto modelového systému jsou 
velmi citlivé a je nutné je optimálně skladovat, viz experimentální část kapitola 4.1.1.1. 
Mikrosomální frakce se získává z čerstvé jaterní tkáně lidí i zvířat, kompletní schéma izolace 
zobrazuje obrázek 18.  Pomocí mikrosomů je možné zhodnotit stabilitu metabolizmu, druhové 




Obrázek 18: Schéma izolace subcelulární frakce mikrosomů [75] 
26 
2.4.2 Substráty pro testování enzymatické aktivity CYP 
Seznam chemických látek, vhodných jako substrát komplexu CYP, obsahuje zhruba tisíc 
různých sloučenin. Následující tabulka zobrazuje soupis některých substrátů pro konkrétní 
izoenzymy CYP [78].  
Tabulka 1: Přehled substrátů a produktů pro konkrétní izoenzymy CYP [78] 
































V rámci diplomové práce byl sledován 7-ethoxykumarin a jeho přeměna pomocí mikrosomů 
v produkt 7-hydroxykumarin, tzv. umbeliferon. Alkoxykumariny se obecně řadí 
mezi významné substráty pro sledování biotransformace xenobiotik, a to zejména díky 
snadnému chodu O-dealkylačních reakcí. Další výhodou využití těchto látek in vitro je vysoká 
citlivost při testování, produkt 7-hydroxykumarin se vyznačuje vysokou fluorescencí. 
Zabránění přeměny substrátu v produkt může v tomto případě dojít použitím flavonoidů, které 
inhibují O-deethylaci 7-ethoxykumaxinu. Produkt 7-hydroxykumarin v biotransformačních 
reakcích II. fáze podléhá konjugaci s kyselinou glukoronovou, tím se stává rozpustnějším 
ve vodě, což umožňuje jeho snadnější eliminaci z organismu [78, 79]. 
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Obrázek 20: Excitační a emisní spektrum [83] 
2.4.3 Spektrofluorimetrie 
Spektrofluorimetrie je jedna z  metod vhodných pro analýzu modelových 
biotransformačních systémů i měření enzymatické aktivity CYP. Využívá luminiscenčního 
jevu fluorescence. Při pohlcení světla fluoreskující látkou (aromatickou molekulou), dochází 
pomocí fotonů k excitaci valenčních elektronů ze základní hladiny do hladiny energeticky 
vyšší. Po odstranění excitačního zdroje dochází k návratu elektronu do původní hladiny, což je 
charakterizováno vyzářením energie ve velmi krátké době, řádově 10-9 až 10-6 s. Pokud záření 
přetrvává (i několik minut a více), nejedná se již o fluorescenci, nýbrž o fosforescenci. 
Ve většině případů má emitované světlo delší vlnovou délku, a tedy nižší energii, 
než absorbované záření. Procesy mezi absorpcí a emisí světla znázorňuje Jablonského 
diagram [80, 81]. 
Pro excitační a emisní spektrum většiny fluoreskujících látek platí pravidlo zrcadlové 
symetrie, které je podmíněné stejnou relativní pravděpodobností absorpce i emise 
ze souhlasných vibračních hladin. Energetický rozdíl mezi maximy excitačního a emisního 
spektra se označuje jako Stokesův posun, viz obrázek 20. Tento posun je vždy charakteristický 
pro danou látku a je neměnný nastavením spektrofluorimetru [80].  
 
Obrázek 19: Jablonského diagram znázorňující fotoluminiscenční procesy [82] 
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Obecně platí, že spektrofluorometry používají zdroje světla s vysokou intenzitou 
(např. xenonové výbojky), aby vzorek byl co nejvíce ozařován fotony. To umožňuje i 
maximální počet molekul v excitovaném stavu v kterémkoli okamžiku. Záření prochází 
monochromátorem, v tomto konkrétním případě mřížkou, kde je jejím pootočením vybrána 
požadovaná vlnová délka. Světlo dále dopadá na vzorek v křemenné kyvetě, intenzita emise je 
sbírána kolmo ke zdrojovému paprsku. Předtím než emisi detekuje fotonásobič, projde dalším 
monochromátorem, který filtruje vhodné vlnové délky pro měření na vyhodnocovacím zařízení. 
Pro měření excitačního spektra přístroj měří všemi excitačními vlnovými délkami při jediné 
emisi, naopak pro získání emisního spektra je třeba zvolit jednu excitaci, při které se se proměří 
všechny vlnové délky emisní [80, 81]. 
Mezi faktory ovlivňující fluorescenci patří například přítomnost kyslíku (zhášení), pH, 
teplota, pokles viskozity, intenzita excitačního zářen nebo délka optické dráhy [81].  
  
29 
3 CÍL PRÁCE 
Tato práce se zabývá sestavením mikrofluidického zařízení pro účely mikrofluidického 
enzymatického reaktoru jako modelu metabolizmu potenciálních léčiv/xenobiotik v játrech. 
Cílem první části diplomové práce je prověření systému pro testování enzymatické aktivity 
pomocí spektrofluorimetrie a optimalizace podmínek testování enzymů. 
Cílem druhé části diplomové práce je návrh a optimalizace metody výroby mikrofluidického 
zařízení z termoplastického materiálu OSTE (off-stoichiometry Thiol Ene) technikou 
"soft litografie" s následným otestováním funkčnosti zařízení. 
Poté na základě výsledků obou částí experimentální práce provést vyhodnocení, srovnání 
výhod a nevýhod obou metod určených pro testování modelu metabolizmu potenciálních léčiv. 
Následně posoudit vhodnost propojení obou celků pro budoucí výzkum – testování 




4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST A DISKUZE VÝSLEDKŮ 
Experimentální část diplomové práce je logicky členěna na výše zmíněné, dvě rozsáhlejší 
kapitoly. Pro větší přehlednost při čtení práce byly výsledky i diskuze sepsány společně v rámci 
jednotlivých podkapitol.    
Simulace metabolizmu biotransformace léčiv: 
V průběhu experimentů byl simulován metabolizmus biotransformace xenobiotik. Výchozí 
látka 7-ethoxykumarin (7-EC) byla pomocí komplexu enzymů cytochromu P450 (CYP), 
obsaženého v jaterních mikrosomech, přeměněna na 7-hydroxykumarin (7-HC), viz Obrázek .  
Pro správný chod metabolického děje je nutná přítomnost vhodného koenzymu, v tomto 
případě se jednalo o redukovanou formu nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NADPH). 
Redukovaný NADPH se v CYP zoxiduje, tím dojde k redukci látky jiné, 7-EC se přemění na 7-
HC. Na stejném principu funguje i biotransformace xenobiotik, např. léčiv v konkrétních 
organismech, přeměna účinných látek léčiv v játrech na látky neúčinné, proaktivní [85]. 
  
Obrázek 21: Schéma přeměny 7-EC na 7-HC: O-dealkylace [84] 
Obrázek 22: Schéma struktury a 3D konformace koenzymu NADPH [86] 
7-ethoxykumarin (substrát) 7-hydroxykumarin (produkt) 
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4.1 Enzymatická část  
První polovina experimentální části diplomové práce byla zaměřena na optimalizaci metody 
charakterizace enzymatické aktivity CYP. Vycházelo se z poznatků popsaných v dokumentaci 
výrobce mikrosomální suspenze Sekisui XenoTech. Tato společnost standardně volí 
pro charakterizaci enzymatické aktivity kumariny a metodu kapalinové chromatografie 
s tandemovou hmotnostní spektrometrií LC-MS/MS. V rámci této diplomové práce byla však 
pro měření zvolena a následně otestována možnost využití metody spektrofotometrie, jako 
instrumentace s výrazně nižšími pořizovacími a provozními náklady. Motivací bylo ověřit 
použitelnost spektrofluorimetrické analýzy systému 7-EC/7-HC a poté otestovat funkci 
mikrosomů sledováním enzymatické aktivity. Následně byla zhodnocena vhodnost jejich 
aplikace do mikrofluidního kanálku, viz kapitola 4.2 Mikrofluidická část. 
4.1.1 Chemikálie a biologický materiál 
V rámci práce byly použity následující látky: fosfátový pufr (PBS – Phosphate Buffered 
Saline) složený z KH2PO4 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a K2HPO4 (MDP 
ChemControl, Slovensko); MgCl2 (Lachema, ČR), EDTA (Fluka, Německo), 7-ethoxykumarin 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 7-hydroxykumarin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), NADPH (Tokyo Chemical Industry, Japonsko), deionizovaná H2O, ethanol  pro UV 
spektrofotometrii (LachNER, ČR) a suspenze mikrosomů (Sekisui XenoTech, USA). 
4.1.1.1 Mikrosomální suspenze 
Jak již bylo zmíněno v teoretické části, mikrosomy jsou jaterní subcelulární frakce. Tento 
biologický materiál se v dnešní době používá velmi rozšířeně nejen při preklinických studiích 
nově vytvořených léčiv, ale i v jakémkoli jiném výzkumu biotransformací xenobiotik nebo 
toxinů. Jedná se o velmi citlivé částice s nutností optimálního skladování. Je velmi důležité, 
aby se mikrosomy skladovaly při nízkých teplotách, standardně -80 °C. I po vyjmutí 
z mrazícího boxu, následném rozmrazení a těsně před jejich aplikaci do systému, je nutné je 
uchovávat na ledu. Při špatném skladování a zacházení může dojít ke snížení enzymové aktivity 
oxidáz CYP [75].  
Pro experimentální účely diplomové práce byly použity mikrosomy získané z jater samců 
potkanů (Rat Liver Microsomes – RLM) , dodané ve 250 mM sacharózové suspenzi. Tento 
produkt s identifikačním číslem R1000 vyrábí společnost Sekisui XenoTech, koncentrace 




4.1.2 Pomůcky a přístroje 
V průběhu experimentů bylo použito běžné laboratorní sklo (kádinky aj.), zkumavky 
Eppendorf, stojany na zkumavky, automatické pipety, pH metr, analytické váhy (BOECO, 
Německo), přístroj na míchání a temperování ThermoMixer comfort (Eppendorf, Německo), 
křemenná mikrokyveta (3x3 mm) pro spektrofluorimetrické stanovení a spektrofluorimetr FP-
8500 (JASCO, Japonsko) s Xe výbojkou. Pro měření, práci s daty i jejich export byl použit 
stolní počítač s operačním systémem Windows 7 od společnosti Microsoft. Software Spectra 
Measurement zprostředkovával měření jednotlivých spekter, Spectra Analysis jejich následné 
zobrazení s možnostmi úprav. Pro práci v laboratoři byly využity standardní ochranné 
pomůcky. 
Obrázek 23: Vzorek mikrosomální suspenze 
Obrázek 24: Spektrofluorimetr JASCO FP-8500 
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4.1.3 Standardní postup přípravy reakční směsi pro stanovení enzymové aktivity CYP 
uvedený výrobcem 
Před samotným měřením jsou jaterní mikrosomy (např. 0,05 mg/ml) podrobeny inkubaci ve 
třech opakováních při 37 ± 1 °C v 200 μl reakční směsi obsahující fosfátový pufr (50 mM, pH 
7,2), MgCl2 (3 mM), EDTA (1 mM) a substrátový marker s koncentrací vhodnou pro daný 
konkrétní experiment. Reakce se zahajuje přidáním regeneračního systému [NADP (1 mM), 
glukóza-6-fosfát (5 mM), glukóza-6-fosfát dehydrogenáza (1 U/ml)] a následně zastaví po 
10 min přídavkem 175 μl acetonitrilu.  
Regenerační systém – NADP, glukóza-6-fosfát a glukóza-6-fosfát dehydrogenáza funguje 
na principu převodu NADP do redukované formy NADPH pomocí enzymu, který využívá 
glukózu-6-fosfát jako zdroj energie. NADPH se poté v CYP zoxiduje, tím zapříčiní redukci 
substrátu, zde konkrétně převede 7-EC na 7-HC. Tento sled reakcí probíhá opakovaně, dokud 
zcela nedojde k vyčerpání fosfátového zdroje energie.  
Během experimentování byly dodržovány výše uvedené pokyny pro přípravu a následnou 
inkubaci reakční směsí s výjimkou aplikace regeneračního systému. Místo něj byla využita 
rovnou redukovaná forma koenzymu NADPH (0,5 mM). Mezi výhody této změny standardního 
postupu  patřila například aplikace látky jediné oproti komplexu většího množství látek a s tím 
pojící se i menší pořizovací cena chemikálie. NADPH se bez ostatních komponent zpětně 
neregenerovalo, což představovalo sice nevýhodu, nicméně i jev očekávaný pro všechna 
měření. 
4.1.4 Příprava fosfátového pufru (PBS) 
Výrobce mikrosomů doporučuje jako reakční prostředí používat fosfátový pufr (PBS) 
o koncentraci 50 mM a pH 7,2. Pro přípravu 50 ml PBS požadované koncentrace bylo potřeba 
smíchat 14 ml 0,2 M roztoku KH2PO4 a 36 ml 0,2 M roztoku K2HPO4. Navážky obou solí byly 
zváženy na analytických vahách a poté rozpuštěny ve výše uvedených objemech deionizované 
H2O. Následně byly oba solné roztoky smíchány a pH PBS upraveno na hodnotu 7,2 pomocí 
1 M roztoku NaOH. 
4.1.5 Měření spekter jednotlivých komponent 
Během enzymatické reakce dochází k přeměně substrátu v produkt s odlišnými vlastnostmi, 
jichž se využívá při analýze. V případě LC-MS/MS se jedná o změnu retence 
na chromatografické koloně a změnu molekulové hmotnosti.  
Protože jsme zvolili pro charakterizaci enzymatické aktivity CYP alternativní metodu 
spektrofotometriie, bylo při optimalizaci podmínek nutné se zaměřit zejména 
na stanovení excitační a emisní vlnové délky vhodné pro měření reakčních směsí.  
Reakční směs obsahuje jednak fluorescenční substrát 7-EC (a případně fluoreskující produkt 
7-HC), dále pak další složky nutné pro funkci enzymu, které mohou za daných podmínek taktéž 
fluoreskovat (NADPH), popř. za daných podmínek fluorescenci nevykazují (MgCl2, EDTA, 
fosfáty). Fluorescence je velmi citlivá na prostředí, pásy se mohou posouvat podle složení 
prostředí, proto bylo jedním z prvních kroků změření spekter jednotlivých fluoreskujících 
komponent bez příměsi ostatních fluoreskujících látek, ale v prostředí obsahujícím všechny 
zbývající složky posléze potřebné pro enzymatickou reakci.   
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Na základě těchto výsledků bylo možné s přesností určit, jaký pás ve směsi náleží jaké 
sloučenině a zabránit tak následně záměnám při interpretaci dalších výstupů. Složení měřených 
roztoků i se zvolenými koncentracemi všech látek zobrazuje Chyba! Nenalezen zdroj 
odkazů.. Obrázek 25 znázorňuje výsledky spektrofluorimetrického měření – excitační a emisní 
spektra 7-EC, 7-HC a NADPH v koncentracích plánovaných pro další experimenty. 
Pro měření byly připraveny 3 roztoky o objemu 200 μl s následujícím složením: 
 
  
Tabulka 2: Složení roztoků pro měření spekter jednotlivých komponent 
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 Tabulka 3 zobrazuje excitační a emisní maxima (vlnové délky λmax) naměřená v optimu pro 
jednotlivé látky. Z naměřených spekter je patrno několik poznatků. Excitace obou kumarinů se 
jevila prakticky totožně, spektrální rozdíly s velikostí cca 50 nm byly více znát až při jevu 
emise. Látka 7-HC vykazovala 2x větší fluorescenci než 7-EC. Fluorescence NADPH byla za 
daných podmínek více než 6x, resp. více než 14x intenzivnější než fluorescence 7-EC a 7-HC. 
Je ale také potřeba vzít v úvahu, že koncentrace NADPH je 500x větší než koncentrace 
jednotlivých kumarinů. U NADPH se pásy spekter projevovaly jako dvě identity. Tento jev byl 
způsoben buď vysokou nestabilitou této látky a jejím samovolným přechodem v NADP+ + H+ 
(pás s excitačním maximem okolo 260 nm) a obráceně, a nebo například několika typy 
možných přechodů elektronů při excitaci a emisi. Na základě těchto naměřených spekter budou 
zvoleny optimální vlnové délky pro excitaci a emisi tak, aby detekce probíhala co nejcitlivěji a 









Obrázek 25: Excitační a emisní spektra ● 7-EC, ● 7-HC a ● NADPH 
Tabulka 3: Excitační a emisní maxima pro 7-EC, 7-HC a NADPH 
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4.1.6 Stanovení potenciálních vlnových délek vhodných pro další měření 
V rámci následujícího laborování bylo nezbytně nutné stanovit vhodné vlnové délky 
pro excitaci a emisi tak, aby signály fluoreskujících látek (7-EC, 7-HC a NADPH) ve směsi 
spektrálně co nejméně interferovaly. Cílem nastavení excitace a emise je signál NADPH co 
nejvíce potlačit a naopak produkt 7-HC excitovat a detekovat co nejvíce. Z čehož vyplývá i 
následná vhodnost těchto vlnových délek pro samotnou charakterizaci enzymové aktivity. 
Užitečná metoda pro zjištění optimální vlnové délky je vytvoření poměru dvou spekter. 
Excitační a emisní spektra 7-HC byla v programu MS Excel dána do poměru se spektry 
NADPH (roztok č. 2 a 3 v podkapitole 4.1.5). Spektra těchto látek byla záměrně vybrána z toho 
důvodu, že bylo potřeba co největší hodnotu excitace/emise 7-HC podělit co nejmenší  
hodnotou excitace/emise NADPH tak, aby vznikla maxima. Na základě grafického znázornění 
těchto poměrů, viz následující obrázky, byly z globálních i lokálních maxim křivek odvozeny 
vhodné, potenciální vlnové délky. 
Následující tabulka zobrazuje přehled potenciálních vlnových délek, vhodných pro další 
spektrofluorimetrická měření směsí. Excitační vlnové délky vhodné pro měření emise (λex) byly 
odvozeny z lokálního a globálního maxima excitační poměrové křivky, naopak emisní vlnové 
délky (λem) vhodné pro měření excitace byly stanoveny z maxim emisní poměrové křivky. 
  
Obrázek 26: Excitační spektra ● 7-HC a ● NADPH 
 
Obrázek 27: Poměr excitačních spekter 7-HC/NADPH 
 
Obrázek 28: Emisní spektra ● 7-HC a ● NADPH 
 






4.1.7 Stanovení jedné optimální vlnové délky pro charakterizaci enzymové aktivity 
Z poměru excitačních spekter 7-HC a NADPH byly stanoveny dvě emisní vlnové délky 
potenciálně vhodné pro další experimenty – 278 a 323 nm. Motivací bylo stanovit, která 
z těchto dvou vlnových délek se jeví jako relevantnější a při které by charakterizace 
enzymatické aktivity probíhala s větší citlivostí. Rovněž také ověřit, jestli vlnová stanovená z 
globálního maxima křivky je reálně vhodnější než vlnová délka stanovená z maxima lokálního.  
Následovalo spektrofluorimetrické proměření sady roztoků o objemu 200 μl, různého 
složení: 7-EC směs (i s NADPH), 7-EC ve vodě, 7-HC směs (i s NADPH), 7-HC ve vodě, 
NADPH směs (bez kumarinů) a NADPH ve vodě. Pro měření byly použity výše uvedené, 
zjištěné vlnové délky.  
Tabulka 5 zobrazuje podrobnější údaje o složení jednotlivých směsí, následující grafy 
prezentují výsledky spektrofluorimetrického měření, naměřená emisní spektra daných roztoků. 
  
Tabulka 4: Potenciální vlnové délky λex a λem vhodné pro další měření směsí 




Obrázek 30: Emisní spektra ● 7-EC směs a 
● 7-EC voda (exc. 278 nm) 
 
Obrázek 31: Emisní spektra ● 7-EC směs a 
● 7-EC voda (exc. 323 nm) 
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Výstupy měření potvrdily větší vhodnost vlnové délky 323 nm, jakožto globálního maxima 
excitační poměrové křivky, pro následující měření s přítomností enzymů. V případě kumarinů 
probíhala detekce signálu citlivěji, pásy byly intenzivnéjší. Pás 7-HC ve směsi byl při vlnové 
délce 323 nm v rozmezí 400-600 nm intenzivnější i užší v porovnání s pásem odpovídajícím 
vlnové délce 278 nm, tzn. NADPH ve směsi vykazovalo pokles intenzity fluorescence nejen 
oproti NADPH ve vodě, ale také i ve srovnání s intenzitou 7-HC ve směsi. Stanovená, optimální 
vlnová délka 323 nm byla dále přenesena na experimenty pojící se s kalibrační závislostí a 
charakterizací enzymatické aktivity. 
  
Obrázek 32: Emisní spektra ● 7-HC směs a 
● 7-HC voda (exc. 278 nm) 
 
Obrázek 33: Emisní spektra ● 7-HC směs a 
● 7-HC voda (exc. 323 nm) 
Obrázek 34: Emisní spektra ● NADPH směs a 
● NADPH voda (exc. 278 nm) 
Obrázek 35: Emisní spektra ● NADPH směs a 
● NADPH voda (exc. 323 nm) 
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4.1.8 Měření kalibrační závislosti konvenčním přístupem 
Kalibrací je zajištěna jednotnost a správnost měření, v případě této diplomové práce 
charakterizace enzymatické aktivity. Pro měření kalibrační závislosti bylo připraveno 7 roztoků 
o objemu 200 μl s následujícím složením: 




roztoků c1 [M] 
Výsledná 
koncentrace c2 [M] 
V [μl] 
NADPH 5·10-3 5·10-4 20 
PBS 200·10-3 50·10-3 50 
MgCl2 3·10
-2 3·10-3 20 
EDTA 10-2 10-3 20 
H2O – – 60 
 
Každý roztok obsahoval i oba kumariny o různém koncentračním složení tak, aby v průběhu 
měření intenzita fluorescence 7-EC klesala, u 7-HC naopak stoupala, viz obrázek 36 a 37. 
Detailní informace o složení kumarinů v jednotlivých roztocích zobrazuje tabulka 7. Všechny 
roztoky byly měřeny ve třech sériích při optimální excitační vlnové délce 323 nm, data byla 
poté průměrována.  
  
Obrázek 36: Grafické znázornění poklesu 
koncentrace ● 7-EC a nárůstu ● 7-HC v průběhu 
kalibračního měření; předpoklad konst. 
koncentrace ● NADPH 












roztoků c1 [M] 
Výsledná 





2 8,3·10-6 25 
3 6,7·10-6 20 
4 5,0·10-6 15 
5 3,3·10-6 10 
6 1,7·10-6 5 
7 0 0 








roztoků c1 [M] 
Výsledná 





2 1,7·10-6 5 
3 3,3·10-6 10 
4 5,0·10-6 15 
5 6,7·10-6 20 
6 8,3·10-6 25 
7 10,0·10-6 30 
Ze spekter každého roztoku bylo vybráno 10 hodnot v okolí 450 nm, odpovídajících 
intenzitám emisního maxima 7-HC. Na základě průměrů těchto hodnot byla v Excelu sestavena 
následující kalibrační křivka.  
Obrázek 38: Kalibrační přímka 7-HC v přítomnosti 7-EC a NADPH;  
Poznámka: Chybové úsečky se v grafu jeví nepatrně kvůli zanedbatelným hodnotám směrodatných odchylek 
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Na vynesené kalibrační přímce neležely žádné odlehlé body, její dostatečná přesnost byla 
prokázána mírou spolehlivosti 𝑅2 = 0,993. Hodnoty směrodatných odchylek se v grafu jevily 
jen zanedbatelně. Z těchto důvodů byly následující experimenty posunuty dále za účelem 
sledování aktivity enzymů. 
4.1.9 Měření aktivity konvenčním přístupem 
Přídavkem mikrosomální suspenze do reakční směsi započala řada měření, jejichž motivací 
bylo sledování přeměny substrátu 7-EC v produkt 7-HC, zprostředkované CYP. Předpokladem 
byla i konstantní hodnota koncentrace NADPH v průběhu experimentů.  
Do reakční směsi, která je detailně i s koncentracemi popsána v tabulce 8, bylo těsně před 
začátkem měření (čas t0) přidáno NADPH, které zahájilo enzymatickou reakci. Poté byly 
všechny reaktanty ve zkumavce protřepány, vzápětí bylo odebráno pipetou 200 μl směsi. 
Následovalo přenesení vzorku do mikrokyvety a změření emise s nastavenou vlnovou délkou 
λex=323 nm. Reakce probíhala za neustálého míchání v temperované třepačce při teplotě 37 °C. 
Měření bylo zpočátku opakováno každých 20 min, interval byl postupně prodlužován.  





koncentrace c [M]; 
Poznámka: výjimka 
[mg·ml-1] pro RLM 
V [μl] 
 7-EC 10-5 200 
 PBS 50·10-3 500 
 EDTA 10-3 200 
 MgCl2 3·10
-3 200 
 H2O – 670 
 RLM 20 30 
 NADPH 5·10-4 200 
 
Z naměřených spekter bylo pro každý čas vybráno 10 hodnot intenzit z oblasti odpovídající 
emisnímu maximu 7-HC. Tyto hodnoty byly následně zprůměrovány a dosazeny do rovnice 
kalibrační přímky  𝑦 = 293,78𝑥 + 725,34. Tímto způsobem byly spočteny koncentrace 7-HC 
v reakční směsi pro každý měřený čas. Časovou závislost koncentrací 7-HC v průběhu celé 
reakce zobrazuje následující graf.   
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Růst koncentrací produktu 7-HC probíhal od zahájení reakce do času 𝑡5 = 120 𝑚𝑖𝑛. Poté 
následoval pokles, čímž se nevyplnil prvotní předpoklad konstantní koncentrace 7-HC 
po dovršení maxima v průběhu měření.  
Tento jev byl v přítomnosti enzymů způsobený neustálým přechodem NADPH v látku 
NADP+ + H+ [87]. Negativní vliv na měření, způsobený kolísáním fluorescence NADPH 
při přechodu v NADP, demonstruje porovnání intenzit fluorescence těchto látek, viz obrázek 
40. Spektrum NADP vykazovalo velmi nízké hodnoty intenzity fluorescence, což odpovídá 
i zeslabení signálu v  časové závislosti na obrázku 39. 
  
Obrázek 40: Porovnání emisních spekter NADPH a NADP 
Obrázek 39: Závislost koncentrace 7-HC na čase v průběhu enzymatické reakce 
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Protože emisní maximum spektra NADPH odpovídá i maximu produktu 7-HC (450 nm), 
není reálně možné sledovat přírůstek produktu ani vyhodnocovat aktivitu enzymatické reakce 
standardní konvenční metodou (tj. dosazováním intenzit do regresní rovnice kalibrační 
přímky). Tento fakt bylo potřeba zohlednit v rámci jiné vyhodnocovací metody. Jako řešení 
bylo navrženo provedení regresní analýzy pomocí metody NNLS (non-negative least squares) 
s funkcí řešitele.  
Vyhodnocováním naměřených dat pomocí NNLS se detailně zabývá kapitola 4.1.11 a 
4.1.11. 
4.1.10 Ověření časové stability systému a měření fluktuace lampy 
Před dalším vyhodnocováním bylo také nutné ověřit časovou stabilitu systému 
bez přítomnosti enzymů, tzv. blank. Reakční směs byla proměřována toutéž vlnovou délkou 
ve stejných časech i se stejným složením, jaké zobrazuje tabulka 8 v předchozí podkapitole 
(s výjimkou přídavku mikrosomů). Cílem měření blanku bylo dokázat, že koncentrační změny 
substrátu a produktu v průběhu měření nejsou způsobeny jinými faktory než enzymatickými, 
tzn. zprostředkovanými CYP. 
Zároveň byla sledována fluktuace lampy měřením interního standardu, tzv. kalibrantu, 
kterým byl 10-5 M roztok 7-EC. Xenonová výbojka byla půl hodiny před tím než započalo 
měření ponechána stabilizaci, až poté proběhlo měření emisí standardu. V průběhu experimentu 
byly zachovány totožné podmínky i nastavená excitační vlnová délka. Pro vyhodnocení 
fluktuace, byly hodnoty intenzit všech emisí zprůměrovány. První emisní průměr byl 
znormalizován (100%), zbylé průměry byly touto hodnotou poděleny. Výsledky zobrazuje 
následující tabulka. 
Tabulka 9: Výsledky měření fluktuace Xe výbojky 
Číslo měření 
kalibrantu 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Fluktuace 
[%] 
100,0 98,9 97,7 96,6 96,7 94,9 92,9 96,6 94,2 
  
Obrázek 41: Výstup měření blanku prokazující 
stabilitu systému bez přídavku mikrosomů 
Obrázek 42: Konstantní intenzita fluorescence 
reakční směsi v čase 
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Graficky znázorněná časová závislost na obrázku 42 prokázala stabilitu systému za daných 
podmínek bez nutnosti korelace dat. Byly vyvráceny ostatní faktory vlivu na přeměnu substrátu 
v produkt, jako např. zahřívání, samovolný rozklad substrátu či oxidace.  
Výsledky testování stability lampy zobrazují jen nepatrnou proměnlivost fluktuace během 
měření v rámci intervalu ± 5 %.  
4.1.11 Vyhodnocení aktivity metodou NNLS 
V kapitole  4.1.9 bylo prokázáno i odůvodněno nestabilní chování a s tím pojící se 
proměnlivost spekter NADPH v průběhu enzymatické reakce. Jelikož se látka NADPH 
vyznačuje totožnou vlnovou délkou emisního maxima jako produkt 7-HC, způsobila negativní 
vliv na celé měření a prakticky i nemožnost vyhodnocování konvenční metodou.  Z toho 
důvodu bylo jako řešení tohoto problému navrženo využití metody NNLS (non-negative least 
squares).  
Metoda NNLS zprostředkovává v excelu regresní analýzu dat pomocí doplňku s názvem 
Řešitel. Pro Řešitele není rozklad NADPH problémem, protože funguje na principu prokládání 
(tzv. fitování) spekter na základě metody nejmenších čtverců. Dokáže nafitovat intenzity 
vzorových spekter jednotlivých komponent do experimentálních, které byly naměřeny v rámci 
všech časů sledování reakční směsi v průběhu enzymatické reakce. 
Prakticky je potřeba Řešiteli připravit v Excelu tabulku obsahující data všech vzorových 
spekter i spektra naměřeného v průběhu reakce. Dále počítá se sumou reziduálů, což je hodnota 
součtu všech rozdílů, mezi daty spektra vypočteného a experimentálně naměřeného, 
umocněných na druhou. Pro sumu reziduálů byla vybrána data z oblasti 350-580 nm.  Řešitel 
byl nastavený tak, aby sledoval buňku sumy reziduálů a minimalizoval ji s přesností 10-14. 
Tímto bylo dosaženo výpočtu regresních koeficientů, pomocí kterých bylo možné přesně určit, 
kolikrát byla látka v daném čase zastoupena v naměřeném spektru směsi. Vynásobením těchto 
koeficientů původní koncentrací sledované látky lze poté snadno získat hodnotu koncentrace 
dané látky v jakémkoli čase během enzymaticky katalyzované reakce (vypočtená fitovaná 
spektra).  
Prokládání spekter je umožněno díky tomu, že je fluorescence aditivní děj a v určitých 
koncentracích se v součtu sčítají spektra jednotlivých složek. Následující grafy znázorňují 
příklad fitování součtu 3 vypočtených spekter do spektra experimentálního v konkr. čase 






Obrázek 43: Emisní spektra ● 7-EC, ● 7-HC a ● NADPH  
Poznámka: Spektra byla vypočtena vynásobením dat původních vzorových spekter regresními koeficienty, 
vyhodnocenými Řešitelem 
↓ 
Obrázek 44:            Experimentální spektrum směsi v čase t4  
              Fitující spektrum (součet) 
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Následující graf byl sestaven na základě dopočítaných koncentrací všech složek. 
4.1.12 Vyhodnocení kalibrační závislosti metodou NNLS 
Pro ověření funkčnosti i kvality vyhodnocení časové závislosti enzymatické aktivity pomocí 
Řešitele, byla metoda NNLS aplikována také na spektra získaná při měření kalibrační závislosti. 
Kalibrační přímky sestrojené z koncentrací teoretických i vypočítaných pomocí regresních 
koeficientů zobrazuje obrázek 46.                                                               
Obrázek 45: Časová závislost enzymatické aktivity vyhodnocená pomocí Řešitele; ● 7-EC, ● 7-HC a 
● NADPH 
Obrázek 46: Kalibrační křivky vyhodnocené pomocí Řešitele: ● 7-EC, ● 7-HC a ● NADPH 
 
 
                            Kalibrační křivky teoretické: - 7-EC, - 7-HC a - NADPH 
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Grafické znázornění kalibračních přímek vynesených na základě dat získaných pomocí 
Řešitele, potvrzuje vhodnost aplikace tohoto nekonvenčního přístupu pro modelový systém 
7-EC/7-HC ke sledování enzymatické aktivity CYP. Koncentrace 7-HC za přítomnosti 7-EC 
i NADPH stoupala, naopak substrát 7-EC v průběhu reakce ubýval. Sledováním enzymatické 
aktivity byla potvrzena funkčnost mikrosomů, výsledky jsou pro vytyčené cíle této diplomové 
práce dostačující. Metoda regresní analýzy NNLS vyhodnocuje přijatelně a je možné ji 
v budoucnu využít spolu s optimalizovanými podmínkami (vlnové délky, koncentrace, 
nastavení přístroje) v rámci dalšího výzkumu spojeného s biotransformací i konkrétních léčiv.  
4.2 Mikrofluidická část 
Další motivací diplomové práce bylo optimalizovat metodu fabrikace mikrofluidických čipů 
z materiálu OSTE technikou "soft" litografie. Následně otestovat funkčnost vyrobených čipů 
a zhodnotit propojení optimalizovaných podmínek enzymatické části experimentální práce 
s výsledky části mikrofluidické. Poté provést diskuzi vyhlídek dalších experimentů, 
zabývajících se sledováním modelového systému i biotransformace konkrétních léčiv uvnitř 
mikrofluidických kanálků. 
V kapitole 2.1.4.1 teoretické části je princip metody "soft" litografie obecně popsán. Je nutné 
podotknout, že klasický postup – prvotní fabrikace masteru s následným odlitím čipu, byl 
upraven na postup vícekrokový. Nejprve byla pomocí fotorezistu vyrobena předloha, na které 
design kanálků vystupoval nad rovinu podkladu a na ni bylo následně odlito PDMS do formy, 
která vymezovala výšku materiálu. Tím vznikl vlastně čip s kanálkem, ale z materiálu PDMS, 
jehož výhoda je, že lze snadno upravit ořezáním na požadované rozměry a vytvořit v něm 
vstupy. Tyto PDMS „čipy“ sloužily jako předloha pro další odlévání PDMS. Až tímto krokem 
vznikla forma pro odlévání OSTE čipů.  
4.2.1 Použité chemikálie 
Během laborování byly použity následující chemikálie: negativní fotorezist SU-8 3025 
s vyvíječem (MikroChem, Japonsko), PDMS Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit (Dow 
Corning, Michigan, USA), trichloro(1H,1H,2H,2H-tridekafluoro-n-oktyl)silan (Tokyo 
Chemical Industry, Japonsko), 1,3,5-triallyl -1,3,5-triazin-2,4,6,(1H,3H,5H)-trion (Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA), pentaerythritol tetrakis(3-merkaptopropionát) (Sigma Aldrich, 
St. Louis, MO, USA), OSTEMER 322 Crystal Clear (Mercene Labs AB, Švédsko), 
fotoiniciátor Irgacure TPO-L, 2, 4, 6-trimethylbenzoylphenyl phosphinate (BASF Corporation, 
USA), pyronin B (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a izopropanol (PENTA, ČR). 
  
Obrázek 47: Monomery thiolenů: 1,3,5-triallyl -1,3,5-triazin-2,4,6,(1H,3H,5H)-trion a 
pentaerythritol tetrakis(3-merkaptopropionát) [88] 
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4.2.2 Pomůcky a přístroje 
Z běžných laboratorních pomůcek byly použity zejména plastové Petriho misky a 
Pasteurovy pipety. Také podložní i mikroskopová sklíčka, fotomasky (vyrobeny na zakázku 
na fotografickém emulzním filmu tloušťky 177 μm s jemným zrnem; Micro Lithography 
Services Limited, Velká Británie), žiletky, řezací podložka, kruhový skalpel (tzv. biopsy 
punch), alobal, magnety, netkané utěrky, PMMA fólie, pinzeta, plastové tyčinky, špičky, 
automatické pipety, exsikátory, kovový držák na čipy, komerční konektory pro připojení 
kapiláry a křemíková kapilára s polyimidovým povlakem.  
Dále byly využity následující přístroje: analytické váhy (Kern, ČR), membránová vývěva 
(KNF, Francie),  přístroj na nanášení tenkých vrstev, "spin coater" typ  WS-400B-6NPP/LITE 
(Laurel Technologies, USA), topné desky HP-20 a PZ-288-2 (Witeg a Präzitherm, Německo), 
UV lampa Star LED 385 nm (EMOS, ČR), plazmový generátor ZEPTO (Diener Electronic, 
Německo), vortex mixer Wizard s IR senzorem (VELP, Itálie) a UV expoziční komora 
CL-1000 s lampami pro 365 nm (UVP, Německo). 
Při procesu fabrikace masterů a OSTE čipů se pracovalo v čistých laboratořích, kde je 
z důvodu minimalizace koncentrace prachových částic vháněn přefiltrovaný vzduch. 
Manipulaci s fotocitlivými látkami (SU-8 nebo fotoiniciační činidlo TPO-L) bylo nutné 
provádět v prostorách laboratoře s redukovaným světlem. V průběhu experimentování byly 
využity standardní ochranné pomůcky, navíc i vlásenka. 
4.2.3 Fotolitografická výroba předlohy pro master 
• Příprava podkladu 
Skleněné podklady (5x5 cm) by měly být pro dosažení nejlepších výsledků, ještě 
před zahájením experimentů, očištěny pomocí 30% H2O2 s koncentrovanou H2SO4 v poměru 
1:3 (V/V). Následně je vhodné je uskladňovat v deionizované vodě.   
Obrázek 48: Schéma výroby SU-8 předlohy [89] 
   
   
  
Příprava podkladu "Spin coating" Předpečení 
Expozice Tvrzení Vyvíjení 
Oplach a sušení Dotvrzení  
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• Nanesení tenké vrstvy negativního fotorezistu SU-8 3025  – "spin coating"  
Těsně před nanášením bylo sklíčko vyjmuto z vody, očištěno izopropanolem (IP), osušeno a 
položeno po dobu 5 min na topnou desku s teplotou 65 °C. To proto, aby se vypařilo přebytečné 
rozpouštědlo.  
Poté bylo sklíčko vakuem přisáto k rotačnímu nástavci "spin coateru". Na nástavec bylo 
naneseno takové množství fotorezistu SU-8, aby se na skle rovnoměrně rozprostřel v ploše 
vyznačené kruhové rysky. "Spin coater" byl poté uzavřen a uveden do chodu s nastavením 3000 
rpm. Tímto počtem otáček bylo docíleno vytvoření 25 μm tenké vrstvy fotorezistu. Závislost 
tloušťky vrstvy na počtu otáček, uvedenou výrobcem, zobrazuje obrázek 49. 
• Předpečení - "pre-bake" 
Následovalo pečení substrátu s deponovanou vrstvou: 95 °C, 13 min.  
Tato doba byla optimalizovaná na základě intervalu, doporučeného výrobcem fotorezistu, viz 
tabulka 10. "Pre-bake" je nutný pro odpaření rozpouštědel z tenké vrstvy směsi SU-8. Další 
kroky je možné provádět, až po vychlazení na laboratorní teplotu (LT). 
Tabulka 10: Přehled časových intervalů vhodných pro "pre-bake" dané tloušťky vrstvy 
Tloušťka vrstvy 
[μm] 








Obrázek 50: Závislost tloušťky vrstvy na otáčkách pro 
fotorezisty SU-8 3000 [90] 




↓ rotační nástavec 
 
 
















• Expozice  
Ještě předtím než byl tenkovrstvý substrát uzavřen mezi dvěma sklíčky do expozičního 
rámečku, byly na jeho povrchu rozmístěny 4 fotomasky (2x2 cm), viz obrázek 50. Poté byl celý 
systém vystaven UV osvitu o vlnové délce 385 nm. 
Negativní fotorezist se vyznačuje tím, že zpolymeruje v místě, kde byl osvícen. Proto se v tomto 
případě používají masky, které mají kromě míst s požadovanými vzory pro kanálky celý povrch 
zakrytý. Použité masky obsahovaly kanálky s šířkou: 200 μm (2x), 400 μm a 500 μm. Jejich 
detailnější design prezentuje příloha 1. 
Expoziční čas, byl spočtený podle pokynů výrobce. Pro dostupnou lampu s výkonem 
250 μW·cm-2, osvěcující 25 μm tenkou vrstvu, byl optimalizovaný na 25 min.  
• Tvrzení – PEB (post-exposure bake)  
Substrát, zbavený rámečku i masek byl následně tvrzen na topné desce ve dvou krocích: 65 °C, 
1 min a hned poté 95°C po 3,5 min. 
Během prvních minut polymerace bylo možné pozorovat první vystupující kanálky. 
• Vyvíjení 
Během dalšího kroku se ze substrátu vyplavuje veškerý nezpolymerovaný fotorezist. Pro SU-8 
se používá komerční vyvíječ, složený ze směsi organických rozpouštědel. 
Substrát, umístěný do Petriho misky, byl zalit vyvíječem tak, aby se docílilo jeho kompletního 
ponoření. Petriho miska byla následně po dobu 4,5 min promíchávána, během této doby 
docházelo k finálnímu vystupování kanálků – předlohy pro master.    
• Opláchnutí a sušení 
Po vyvíjení byla předloha co nejrychleji opláchnuta IP a následně vysušena vzduchem.  
• Dotvrzení - "hard bake" 
Následoval dotvrzovací krok, který je doporučovaný pro zlepšení mechanických vlastností 
předlohy. "Hard bake" probíhal při 150 °C po dobu 1 hod. 
Obrázek 51: Expoziční rámeček s tenkovrstvým 
substrátem, pokrytý fotomaskami 
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Během výroby předlohy nastalo několik komplikací, kvůli kterým bylo nutné optimalizovat 
podmínky stanovené výrobcem SU-8. Doba osvitu byla z původních 20 min prodloužena 
na 25 min. Kratší doba znamená nedostatečné uvolnění iniciátoru, s tím se pojící i následné 
nezpolymerování požadovaného vzoru pro kanálek. Delší doba osvitu substrátu iniciaci 
neškodí, nicméně je potřeba z ekonomických důvodů šetřit jak energii, tak UV lampu. Dále je 
nutné brát na vědomí, že v průběhu osvitu se nesmí s expozičním rámečkem jakkoli 
manipulovat.  
Velmi rizikový krok je také vyvíjení. Vyvíjecí doba doporučená pro tloušťku vrstvy 25 μm 
činila 5-5,5 min. Vyvíjení ukončené v tomto časovém intervalu ale způsobilo to, že se začaly 
vymývat až úplně odtrhávat požadované kanálky, což výrazným způsobem znehodnotilo 
kvalitu i použitelnost fabrikátu. Optimální doba pro vyvíjení byla na základě několika pokusů 
stanovena na 4,5 min.  
Hlavní nevýhodou metody fotolitografie SU-8 je požadavek extrémně čistého prostředí, dále 
také její choulostivost vůči striktně daným podmínkám, jakákoli změna postupu protokolu byla 
na kvalitě výrobku ihned znát. Nicméně pokud se  fabrikace podaří, je možno předlohu použít 
pro odlévání opakovaně. Výhoda využitelnosti jednoho výrobku je navíc doplněna i o velkou 
přesnost vyrobených kanálků a to i v rámci mikro rozměrů. 
Obrázek 52 zobrazuje předlohu, která byla vyrobena za optimalizovaných podmínek a 
následně sloužila v dalším kroku fabrikace čipů – odlévání PDMS.  
  




Formu s vystouplými kanálky bylo nutné povrchově upravit. To proto, aby se v dalších 
krocích z ní mohlo jednoduše sloupnout vytvrzené PDMS, aniž by docházelo k nežádoucímu 
přilepení. Pro dosažení požadované nepřilnavosti materiálu byl použit 
trichloro(1H,1H,2H,2Htridekafluoro-n-oktyl)silan, který na povrchu předlohy vytvořil 
monovrstvu nepřilnavostí podobnou teflonu. 
Postup silanizace sestával z následujících kroků: Předloha byla umístěna i s podkladem 
Petriho misky do exsikátoru. Do krajů misky bylo aplikováno celkem 8 μl silanu. Po zapnutí 
vývěvy byl systém po dobu 5 min evakuován. Poté byla předloha umístěna na topnou desku 
a vypékána při 110 °C po 10 min v případě skla jako podkladu, resp. při 70 °C pro 1 hodinu 
v případě PS jako podkladu. 
Silanizována byla nejen předloha, ale i veškeré povrchy (sklo i PDMS), u kterých by 
přilepení znemožnilo další fabrikační kroky. 
4.2.4 Výroba masteru 
Postup výroby masteru byl z důvodu použitých chemikálií i požadavku na vyšší kvalitu 
fabrikátu modifikován. Odlitkem z předlohy nejprve vznikly části, vhodné pro kompletaci 
PDMS čipů. Tyto části byly ale znovu zality PDMS, a až po tomto kroku vznikly formy 
pro odlévání OSTE.  
4.2.4.1 Odlévání PDMS pro tvorbu čipu 
Předloha byla umístěna mezi magnet a dva magnetické rámečky s požadovanou tloušťkou 
1 mm, tvořící ohraničení pro odlití PDMS. Poté na ni bylo naneseno takové množství PDMS, 
aby byly oba rámečky dostatečně zalité. Sylgard 184 je dodáván v sadě, která obsahuje 
silikonovou odlévací hmotu a síťovací činidlo s iniciátorem. Tyto dvě složky je nutné mísit 
v poměru 10:1. Protože se jedná o medovitou směs, při míchání vzniká mnoho bublin. Aby 
se směs zbavila vzduchu, byla po dobu 20 min vystavena evakuování v exsikátoru  
Nanesená vrstva byla přikryta sklíčkem tak, aby se nevytvořily žádné bubliny, následně byl 
celek fixován dalšími magnety. Takto navrstvený systém (viz obrázek 53) byl  na topné desce 
vystaven teplotě 70°C po dobu 1 hod.  Magnetická síla zprostředkovala fixaci vrstev během 
vytvrzení PDMS v požadované tloušťce. 
Replika PDMS byla z předlohy sloupnuta a nařezána na jednotlivé čtverce o rozměru 
2x2 cm. Do vyznačených míst byly do čipů pomocí kruhového skalpelu vykrojeny vstupy 
i výstupy pro kapaliny. Z dalšího připraveného PDMS byly vyřezány pro každý jednotlivý čip 
také zadní strany finálního mikrofluidického zařízení bez vzorů. Všechny PDMS části byly 











Obrázek 53: Systém vrstvení při fabrikaci PDMS čipů 
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4.2.4.2 Odlévání PDMS pro tvorbu masteru 
Očištěné silikonové části byly poté vystaveny plazmatu, proběhl proces tzv. "plasma 
bonding". Plazmový generátor Diener ZEPTO byl nastavený na výkon 70 % při tlaku 70 Pa 
po dobu 1 min. Během expozice byly PDMS části v komoře situovány kanálky dolů. To proto, 
aby došlo k ošetření pouze zadních stran, které byly vzápětí nalepeny na plazmatem ošetřená 
podložní sklíčka. Na každé sklíčko se byla vždy nalepena část s kanálkem i zadní strana 
bez vzoru, viz obrázek 55. 
Podkladová skla s připevněnými PDMS částmi byla přilepena oboustrannou lepicí páskou 
do Petriho misky. Poté byla provedena silanizace a zalití PDMS, které bylo v poměru 10:1 
smíchané v takovém množství, aby vznikla vrstva o tloušťce přibližně 5 mm. Zároveň byla 
připravena i směs na odlití PDMS s tloušťkou vrstvy 3 mm, ze které byly následně vyrobeny 
horní krycí díly pro jednotlivé formy. Tvrzení probíhalo opět při 70 °C po dobu 1 hod. 
Po následném sloupnutí, vyřezání a očištění IP, byly již kompletně zhotoveny mastery 
pro odlévání OSTE čipů. 
Vyrobeny byly celkem 3 formy, každá s kanálky o jiném rozměru. Během fabrikace 
se při slupování z předlohy  jeden z čipů s 200 μm kanálky poničil. Bylo to zapříčiněno 
pravděpodobně nedokonalou silanizací s následky pevného přilepení PDMS k SU-8 masteru. 
Tato skutečnost se pojí k jedné z nevýhod mikrofluidiky, a to k nutnosti velmi jemné 
manipulace s tenkými povrchy. PDMS se může velmi lehce potrhat, také je potřeba dbát 
na opatrnost při ořezávání materiálu žiletkou. Dalším problémem, se kterým bylo třeba 
se během fabrikace potýkat, byla neustálá nutnost čištění povrchů od prachu. Jakákoli prachová 
částice zabrání správnému spojení povrchů a tím způsobí buď nežádoucí bublinu, anebo 
celkovou nefunkčnost čipu. PDMS se po očištění v IP stává extrémně kluzkým a poté 
přilnavým, což na chvíli značně komplikuje další manipulaci s tímto materiálem. Dále bylo 
nutné dbát velké opatrnosti při finálním kroku slupování PDMS, kde mohly být při vyvinutí 
větší síly velmi snadno utrhnuty milimetrové výstupky nad povrchem, představující vstupy 
do kanálků. Jednoduchým řešením pro snadnější odlepování PDMS se jeví fabrikace o pár mm 
tlustších vrstev nebo jednokroková verze fabrikace.   
Obrázek 55: Schéma rozložení PDMS na sklíčku Obrázek 54: Vyřezaná a očištěná část PDMS čipu 
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4.2.5 Výroba mikrofluidických čipů 
Dále byly fabrikovány čipy z nestechiometrických thiolenů (OSTE), pro zadní část čipu byl 
kvůli lepším vazebným vlastnostem epoxidových skupin, použit materiál OSTEMER 
(OSTE+). 
4.2.5.1 Odlévání thiolenů 
Pro přípravu OSTE bylo nutné nejprve navážit 2 monomery – thiolový a allylový, viz 
podkapitola 4.2.1 Použité chemikálie. Množství složky 4T („tetrakis“) bylo naváženo tak, aby 
bylo oproti složce 3A („triallyl“) v 47,5x větším množství. Dále bylo nutné monomery důkladně 
promísit, k tomu byl využit vortex. Následoval přídavek 10 μl 10% ethanolového roztoku 
fotoiniciátoru TPO-L a další vortexování. Pro eliminaci bublin byla směs po dobu 1 hod 
vystavena sníženému tlaku v exsikátoru. 
Forma očištěná plazmatem a připevněná k PMMA folii, byla umístěna na polykarbonátovou 
desku zajišťující rovnost (tloušťka 5 mm) pokrytou netkanou utěrkou. Následně bylo do formy 
naneseno takové množství OSTE, aby se zcela zaplavila část obsahující vstupy pro kanálky. 
Druhá polovina formy (zadní část čipu) byla ponechána volná pro pozdější odlévání OSTE+. 
Zalitý master byl opatrně přiklopen PDMS víčkem, pokryt další netkanou tkaninou a druhým 
dílem polykarbonátové podložky opatrně stlačen a vylisován. Lisovací krok byl důležitý 
pro vytlačení přebytku thiolenů. Všechny vrstvy v průběhu odlévání zobrazuje obrázek 57. 
V expoziční komoře byl master s víčkem vystaven UV osvitu 700 mJ·cm-2. Poté následovalo 







Obrázek 56: Odlévací forma (s kanálky o rozměrech 3x 500 μm) a horní krycí díl před odléváním OSTE 






Obrázek 57: Odlévání a lisování OSTE – schéma vrstev 
podložka 
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Postup pro zhotovení zadní strany čipu z OSTE+ byl stejný s rozdílem navážky a hodnoty 
expoziční energie. Navážený OSTEMER sestával dle pokynů výrobce z 1,09x většího množství 
složky A oproti složce B. Optimalizovaná hodnota energie při expozici činila 1000 mJ·cm-2. 
4.2.5.2 Kompletace čipů 
Jednotlivé části čipů byly následně spojeny, lehce přimáčknuty k sobě a vloženy mezi 
mikroskopová sklíčka, potažená PDMS folií. V tomto kroku bylo nejdůležitější situovat díly 
se vzorem kanálků směrem dovnitř jednotlivých čipů. Takto sestavená skla byla fixována 
svorkami a vystavena 100 °C po dobu 1 hod. Během tohoto kroku proběhlo tepelně iniciované 
navázání materiálu OSTE+ na OSTE a vytvrzení. 
Po vychlazení na LT byla skla rozebrána a OSTE čipy vyjmuty. 
V průběhu fabrikace čipů bylo potřeba optimalizovat hned několik faktorů. Nejen jednotlivé 
pořadí vrstev při lisování, ale i hodnoty obou expozičních energií. Na odřezky PDMS byly 
aplikovány kapky OSTE pryskyřice, následně proběhlo několik experimentů pojících 
se s hledáním optimální hodnoty E. Hodnota 700 mJ·cm-2 byla stanovena na základě 
dostatečného zatuhnutí testovací kapky. Nižší hodnoty E způsobovaly lepivost materiálu, který 
byl také náchylný k obtiskům při další manipulaci. Spojení dvou OSTE materiálů se během 
fabrikace nepodařilo, i když byl dodržován protokol s daným postupem. Mohlo to být 
způsobeno například nedostatečně optimalizovanou energií expozice nebo pomalou manipulací 
s fabrikovanými částmi. Z důvodu úspory OSTE při dalším testování bylo navrženo řešení: 
zadní strany čipů fabrikovat z materiálu OSTE+ a obě části následně spojit za zvýšené teploty 
pomocí epoxidových skupin obsažených v OSTE+. U OSTE+ pryskyřice bylo nutné nalézt 
takovou hodnotu E UV osvitu, aby nedošlo k přílišnému zahřátí materiálu, a tím ke tepelně 
iniciované reakci epoxidů již při polymeraci. Tato hodnota činila 1000 mJ·cm-2  Největší 
komplikací při odlévání pryskyřic byly prachové nečistoty, protože způsobovaly nežádoucí 
vzduchové kapsy při spojování materiálů.   
Obrázek 58: Ukázka 2/3 fabrikovaných čipů 
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Také bylo nutné dbát na to, jakou stranou díl s kanálky situovat na díl podkladový. 
V místnosti s redukovaným světlem jde jen velmi těžko poznat, která strana čipu je vzorovaná 
a to i když je objekt pozorován velmi zblízka. U dvou vyrobených čipů tento problém nastal a 
na stranu s obrácenými kanálky bylo poté třeba nalepit ještě další část OSTE, jako nadstavbu, 
aby se kanálky finálně uzavřely. Při odlupování OSTE z PDMS formy došlo i při vyvinutí 
minimální síly k utrhnutí silikonových výstupků a tím ke znehodnocení dvou ze tří PDMS 
forem. Nicméně vytvoření dalších PDMS forem z připravených masterů je snadné. 
V závěru experimentování se podařilo zhotovit celkem 6 mikrofluidických čipů  
(1x 400/200, 3x 200/100 a 2x 500/125), u kterých byla následně otestována jejich funkčnost. 
4.2.6 Test funkčnosti mikrofluidických kanálků 
Mikrofluidické čipy byly dále usazeny do kovového stojanu a do vstupů byla pomocí 
komerčních konektorů zapojena křemenná kapilára s polyimidovým povlakem. Poté byl 
proveden test funkčnosti kanálků průplachem roztoku barviva. 
Roztokem barviva pyroninu B se povedlo propláchnout všechny kanálky. Jeden z čipů 
s nejmenší šířkou kanálků (200/100) by kvůli velké vzduchové kapse, která vznikla 
při spojování 2 kusů OSTE a OSTE+, nebylo možné dále prakticky využívat (viz prostřední čip 
na obrázku 60). U jiného čipu stejných rozměrů došlo k nedostatečném bondování OSTE+ 
na OSTE, což mělo za důsledek odlepení jednotlivých částí čipu od sebe během promývání. 
Tato komplikace mohla být způsobena např. zreagováním epoxidů už při fotopolymeraci nebo 




Obrázek 59: Zapojený mikrofluidický čip 
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Postupy přípravy čipů byly optimalizovány a další vyrobené čipy mohou být použity 
pro imobilizaci mikrosomů a následné sledování biotransformace na modelovém systému 
v rámci propojení enzymatické a mikrofluidické části experimentální práce. Tímto směrem také 






Obrázek 60: Promyté čipy 3x 200/100 
Obrázek 61: Promyté čipy 1x 400/200 a 2x 500/125 
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5 ZÁVĚR 
Předložená diplomová práce se zabývala optimalizací metod testování enzymatické aktivity 
spektrofluorimetricky a sestavením mikrofluidického zařízení pro účely enzymatického 
reaktoru jako modelu metabolizmu potenciálních léčiv v játrech. Experimentální část byla 
rozdělena do dvou celků, na jejichž propojení bude v budoucnu zaměřen další výzkum. 
První část experimentů se zabývala prověřením systému pro testování enzymatické aktivity 
metodou spektrofluorimetrie a optimalizací podmínek pro práci s mikrosomy, jakožto nositeli 
enzymatického komplexu cytochromu P450 zodpovědného za metabolizmus xenobiotik. 
Komplex P450 obsažený v mikrozomech za přítomnosti koenzymu NADPH přeměňoval 
modelový substrát 7-ethoxykumarin na produkt 7-hydroxykumarin. Jako alternativa 
k LC-MS/MS, která je používána k analýze kumarinů, byla zvolena a otestována 
spektrofluorimetrie. V rámci experimentováni byly stanoveny nejen optimální koncentrace 
všech složek reakční směsi, ale také např. nastavení přístroje a vlnové délky vhodné 
pro sledování enzymatické aktivity. Tyto hodnoty jsou uvedeny v experimentální části práce. 
Při hledání vhodných vlnových délek pro měření, bylo potřeba brát v potaz komplikaci, kterou 
představovala prakticky totožná emisní maxima produktu enzymatické reakce 7-HC a ve směsi 
přítomného NADPH. Aby tyto látky ve výstupech měření spolu co nejméně interferovaly, bylo 
nutné zajistit optimální vlnové délky porovnáním jejich excitačních a emisních spekter 
(optimální excitační vlnová délka byla stanovena na 323 nm a emisní vlnová délka na 450 nm). 
Poté následovalo sledování enzymatické aktivity směsi. Bylo zjištěno, že přeměnou NADPH 
na NADP dochází k výraznému poklesu jeho intenzity fluorescence, čímž bylo 
pro vyhodnocení enzymatické aktivity znemožněno využití konvenční metody sledováním 
intenzity fluorescence při zvolených vlnových délkách. Proto bylo navrženo řešení v podobě 
prokládání spekter pomocí řešitele programu MS Excel. Vyhodnocování touto metodou bylo 
sice časově náročnější než by bylo metodou klasickou, nicméně bylo dosaženo dostačujících 
výsledků, a to i přes vzniklé komplikace. Koncentrace 7-HC za přítomnosti 7-EC i NADPH 
stoupala, naopak substrát 7-EC v průběhu reakce ubýval. Sledováním enzymatické aktivity byla 
prokázána funkčnost mikrosomů.  
Do budoucna by bylo dobré zvážit v rámci výzkumu enzymatické aktivity CYP aplikaci 
jiného modelového systému, ve kterém by se jednotlivé složky během reakce spektrálně tolik 
nepřekrývaly. Literatura uvádí, že je k tomuto účelu vhodné např. využití modelu resorufinů, 
které mají oblast fluorescence posunutou do viditelné oblasti [91]. Také je možné, že při použití 
regenerativního systému NADP, glukóza-6-dehydrogenázy se zdrojem energie 
glukózou-6-fosfátem by NADPH v průběhu reakce nevykazovalo takovou míru nestability 
a jeho koncentrace by při vhodné volbě směsi mohla být takřka stabilní [75]. Řešením by mohlo 
být i použití separační metody před vlastní detekcí nebo použití úplně odlišné metody analýzy 
a detekce signálu. 
Po ověření funkčnosti mikrosomů následovala druhá část experimentování v oblasti 
mikrofluidiky. Nejprve byla optimalizována metoda výroby SU-8 předloh. Stanovena byla 
vhodná doba osvitu i vyvíjení fotorezistu. Poté byly ve vícekrokovém postupu fabrikovány 
PDMS formy, do kterých byly následně odlévány OSTE čipy. Pro zadní stany čipů se využíval 
i materiál OSTE+. Bylo vyrobeno 6 mikrofluidických čipů, jejichž funkčnost byla otestována 
průplachem kanálků. Pro lepší vizualizaci experimentu bylo využito barvivo pyronin B. 
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Všechny čipy byly úspěšně promyty, nicméně spojování částí s kanálky s krycí částí nebylo 
vždy zcela úspěšné a některé čipy mají kanálky sice průchodné, ale obsahující vzduchové 
kapsy. Jako největší komplikace se při fabrikaci čipů ukázaly prachové nečistoty, které 
při spojování materiálů mohly zajistit celkovou nefunkčnost výrobku, dále také nutnost 
striktního dodržování všech podmínek postupů i potřeba velmi jemného zacházení s fabrikáty 
při všech krocích výroby. Optimalizované hodnoty pro energie UV osvitů a doby tvrzení 
se v případě většiny zařízení, jevily jako dostačující, pro materiál OSTE+ by bylo do budoucna 
vhodné hodnoty UV energie osvitu optimalizovat tak, aby s jistotou nedocházelo k přehřátí 
při fotopolymeraci, a tím ke spotřebování tepelně iniciovaného kroku již v UV komoře. 
Na základě optimalizace podmínek v druhé části experimentální práce, mohou být postupy 
výroby čipů dále použity pro testování imobilizačních technik mikrosomů a následné sledování 
biotransformace na modelovém systému v rámci propojení enzymatické a mikrofluidické části 
experimentální práce.  
Když se zaměříme na nedávné výzkumy a mikrofluidická zařízení která vstupují na trh, 
můžeme si být jisti, že LoC v blízké budoucnosti změní způsob diagnostiky onemocnění a také 
testování léčiv. Mikrofluidika, jako stále v celku mladý a hlavně perspektivní obor se v nejbližší 
budoucnosti bude zabývat zejména problematikou standardizace výzkumných postupů. 
Mikrofluidní systémy mohou výrazně obohatit mnoho vědních oborů a konkrétně 
v biomedicíně nabízí čím dál detailnější poznání lidského těla na úrovni tkání i buněk. Čipy 
jsou vyráběny ze stále biokompatibilnějších materiálů, nízkonestechiometrický OSTE je toho 
důkazem. Vizí do budoucna je rozvinutí technologie natolik, aby bylo možné modelovat 
jednotlivé orgánové soustavy na čipu, díky čemuž by se jednoho dne mohlo podařit ustoupit 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
7-EC  7-ethoxykumarin 
7-HC  7-hydroxykumarin 
CE  capillary electrophoresis (kapilární elektroforéza) 
CYP  cytochrom P450 
DLP-SLA digital light processing stereolithography 
E  energie 
EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 
ELISA  enzyme-linked immuno-sorbent assay 
ER  endoplasmatické retikulum 
FDM  fused deposition modelling (modelování depozicí taveniny) 
HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
IMER  mikroreaktory s imobilizovanými enzymy 
IP  izopropanol 
IR  infrared (infračervené záření) 
LoC   lab-on-a-chip (laboratoř na čipu) 
LT  laboratorní teplota 
MS  mass spectrometry (hmotnostní spektrometrie) 
NADP  nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát – redukovaná forma 
NNLS   non-negative least squares  
OoC  organ-on-a-chip (orgán na čipu) 
OSTE  off-stoichiometry thiol-ene (nestechiometrické thiol-eny) 
PBS  phosphate buffered saline (fosfátový pufr) 
PC  polykarbonát 
PDMS  polydimethylsiloxan 
PEB  post-exposure bake (tvrzení) 
PET  polyethylentereftalát 
PMMA polymetylmetakrylát 
PS  polystyren 
RLM  rat liver microsomes (mikrosomy z krysích jater) 




 Příloha 1: Detail designů jednotlivých čipů  
71 
 
Poznámka k rozměrům: (1) 200 μm kanálky/100 μm mezery; (2) 400/200 μm; (3) 500/125 μm, 3x;  
                                           vstupy d=1 mm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
